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Nell’uomo, il gene PARP-1 che codifica per l’enzima nucleare Poli(ADP-
ribosil)polimerasi-1, gioca un ruolo chiave in un’ampia varietà di processi che 
avvengono all’interno del nucleo della cellula, quali la trascrizione, l’integrità del 
genoma e mantiene la corretta struttura della cromatina. È stato osservato che mutazioni 
o alterazioni dell’espressione o attività di questa proteina sono spesso associate a difetti 
nella differenziazione cellulare e all’insorgenza di tumori. Infatti, gli inibitori di PARP 
sono usati come coadiuvanti nelle terapie antitumorali e antinfiammatorie. La resistenza 
agli inibitori di PARP che si manifesta in alcuni pazienti, non è stata ancora studiata in 
maniera approfondita. Scopo di questa tesi è identificare interattori funzionali di PARP-
1 utilizzando un sistema di screening genetico in S. cerevisiae. Per prima cosa, abbiamo 
determinato gli effetti dell’espressione di PARP-1 in ceppi di lievito Saccharomyces 
cerevisiae sia aploidi che diploidi utilizzando il plasmide  pYES2 che possiede un 
promotore inducibile per il galattosio a monte del gene PARP-1 che ci consente così di 
indurne l’espressione in terreno di coltura contenente galattosio. Esperimenti di Western 
Blot dimostrano che il lievito è capace di esprimere PARP-1. Abbiamo confermato che 
l’espressione di questo gene induce un’inibizione della crescita dei ceppi presi in esame. 
Per provare quindi che questo fenotipo sia dovuto all’attività polimerasica della proteina 
PARP-1, abbiamo trattato le cellule esprimenti PARP-1 con un inibitore specifico della 
sua attività enzimatica, il 6(5-H)-Phenantridinone (PHE). Abbiamo fatto quindi crescere 
le cellule in terreno contenente galattosio, così da far indurre l’espressione della 
proteina, assieme a concentrazioni scalari di tale inibitore. Dopo 24 ore di incubazione a 
30° C in agitazione,  abbiamo notato un significativo incremento della crescita di quelle 
colture alle concentrazioni più elevate di PHE. Abbiamo sfruttato questo particolare 
fenotipo per identificare possibili interattori funzionali di PARP-1 utilizzando un 
sistema di screening genetico costituito da un “pool” di 4.741 ceppi di lievito diploidi 
ognuno dei quali porta una specifica delezione di un gene non essenziale fiancheggiata 
da due sequenze specifiche di DNA (“barcode”) che ci consentiranno di identificare 
quale è il gene deleto in questione. Abbiamo quindi trasformato questo pool di cloni con 
il plasmide pYES2-PARP-1 che permette l’espressione della proteina solo in galattosio 
e contiene il gene di lievito URA3 come marcatore di selezione. Quindi abbiamo 
piastrato le cellule trasformate su terreno privo di uracile e contenente galattosio così da 




di un gene che favorisce il ripristino della crescita. Questo significa che il gene in 
questione può essere coinvolto nella modulazione o regolazione dell’attività di PARP-1. 
I cloni cresciuti in galattosio sono in totale 150. Da ognuno di loro abbiamo estratto il 
DNA genomico e amplificato per PCR una regione di 600 coppie di basi contenente il 
“barcode”. L’analisi delle sequenze ha permesso di identificare 110 geni che potrebbero 
rappresentare dei possibili interattori funzionali di PARP-1. I dati sono in corso di 
studio per determinare gli omologhi nell’uomo e valutare se questi nuovi geni abbiano 
un ruolo nella resistenza agli inibitori di PARP. 
Studi futuri si baseranno nell’identificare quali tra questi interattori potranno essere 
testati come nuovi target terapeutici con lo scopo finale di poter mettere a punto delle 


















In humans, PARP-1 gene encode for a nuclear enzyme Poly(ADP-ribosyl)polymerase-1, 
that plays a key role in a wide variety of processes that occur inside the nucleus of the 
cell, such as such as transcription, genome integrity and it maintains the correct 
structure of chromatin. It has been observed that mutations or alterations of the 
expression or activity of this protein are often associated with defects in cell 
differentiation and the onset of tumors. In fact, inhibitors of PARP are used as adjuvants 
in cancer therapies and anti-inflammatory therapies. The resistance to inhibitors of 
PARP which manifests itself in some patients, has not yet been studied in depth. The 
aim of this thesis is to identify functional PARP-1 interactors’ using a system of genetic 
screening in S. cerevisiae. First, we determined the effects of the expression of PARP-1 
in strains of yeast Saccharomyces cerevisiae haploid that both diploid using the plasmid 
pYES2 that possesses an inducible promoter for the galactose upstream of PARP-1 gene 
that allows us so to induce the expression in culture medium containing galactose. 
Western Blot experiments show that the yeast is capable of expressing PARP-1. We 
confirmed that the expression of this gene induces an inhibition of the growth of the 
strains examined. To prove then that this phenotype is due to the activity of the 
polymerase protein PARP-1, we treated cells expressing PARP-1 with a specific 
inhibitor of its enzymatic activity, 6(5-H)-Phenantridinone (PHE). We made grow the 
cells in medium containing galactose, so as to induce the expression of the protein, 
along with scalar concentrations of this inhibitor. After 24 hours of incubation at 30°C 
with shaking, we noticed a significant increase in the growth of those crops at the 
highest concentrations of PHE. We exploited this particular phenotype to identify 
potential PARP-1 functional interactors’ using a genetic screening system consists of a 
"pool" of 4.741 diploid yeast strains each of which carries a specific deletion of a gene 
not essential flanked by two specific sequences of DNA-barcode that will allow us to 
identify which gene is deleted in question. We then transformed this pool of clones with 
the plasmid pYES2-PARP-1 that allows the expression of the protein only in galactose 
and contains the yeast URA3 gene as a selection marker. We that trasformed this pool 
of clones with pYES2-PARP-1 plasmid that allow the expression of the protein only in 
the presence of galactose and contains yeast URA3 gene as a selection marker. So we 
plating the trasformed cells on a medium lacking of uracil and  containing galactose so 




gene that allow them to restorate the growth. This means that the gene in question could 
be involved in modulation or regulation of the activity of PARP-1. Clones grown in 
galactose medium are 150. From everyone of them we extracted the genomic DNA and 
amplified with the PCR a 600bp region that contains the barcode region. The analysis of 
the sequences allowed us to identify 110 genes that could be represent PARP-1 possible 
functional interactors. Data are currently in course of study to determinate the 
homologous gene in the humans and to estimate whether these new genes have a key 
role in PARP-1 inhibitors resistance. 
Future studies will be based on the identification of which one of these interactors will 
be tested as new therapeutic targets with the final aim of being able to set up new 


















CAPITOLO 1: Introduzione 
1.1  Il gene PARP-1: Poli (ADP-ribosil) polimerasi-1 
Il gene PARP-1 codifica per una proteina chiamata Poli(ADP-ribosil)polimerasi-1, 
proteina nucleare ubiquitaria e abbondante nella cellula. 
È coinvolta nella riparazione del DNA e nella trascrizione e, qualora il gene risulti 
inibito o mutato all’interno della cellula, sensibilizza la cellula stessa al danno al DNA e 
quindi la induce verso l’apoptosi. La proteina PARP-1 si può legare a varie strutture del 
DNA e ai nucleosomi e, inoltre, possiede un sito catalitico ad attività NAD+-dipendente 
che sintetizza per un polimero carico negativamente che si lega alle proteine target. Tale 
polimero viene detto “poly(ADP-ribose)” o PAR. 
L’attività del PAR e i geni PARP-like sono stati identificati e studiati in una larga 
varietà di eucarioti unicellulari e pluricellulari, dai funghi ai mammiferi, così come gli 
Eubacteria, Archaebacteria e Virus a DNA a doppio filamento. Ma sorprendentemente, 
tale gene, non è stato rilevato nei lieviti, quale Saccharomyces cerevisiae e 
Schizosaccharomyces pombe. 
La proteina Poli(ADP-ribosil)polimerasi-1 è altamente conservata e ha un peso 
molecolare di circa 116 kDal (D’Amours et al., 1999). Come molte altre chromatin-
trascription-related protein, ha una struttura modulare comprendente molti domini 








Le unità funzionali di PARP-1 sono: 
Figura 1: Rappresentazione schematica della struttura della proteina PARP-1. Suddivisione nei tre domini funzionali 




• Un dominio ammino-terminale implicato nel legare il DNA (DBD). 
• Un dominio centrale di auto modificazione (AMD). 
• Un dominio carbossi-terminale che determina l’attività catalitica della 
proteina(CD). 
Il dominio ammino-terminale (DBD) contiene due zinc-finger costituiti da Cys-Cys-
His-Cys (FI/Zn1 eFII/Zn2) i quali mediano il legame al DNA. Recentemente è stato 
scoperto un terzo Zn-finger (FIII/Zn3) che media il contatto tra i domini (Langelier et 
al., 2008, 2010), che è di fondamentale importanza per l’attivazione dell’enzima una 
volta legato il DNA. 
Il dominio centrale (AMD) contiene un dominio BRCT (BRCA1 Carbossi-Terminal) 
che media le interazioni proteina-proteina ed è implicato in un meccanismo di auto 
modificazione della proteina. 
Infine il dominio carbossi-terminale (CD), che risulta essere il più conservato fra tutte 
le proteine della famiglia PARP, contiene un sito specifico nel legare il NAD+. 
Le funzioni finora conosciute della famiglia delle PARP coprono un range esteso di 
processi cellulari (Ame et al., 2004), includendo: 
• Riparazione del danno al DNA. 
• Trascrizione 
• Regolazione del ciclo cellulare 
• Segnalazione cellulare 
• Mitosi 
PARP-1 si lega in specifici siti sul DNA, grazie all’interazione di alcuni dei suoi domini 
con gli istoni, o altre proteine associate alla cromatina. Inoltre, PARP-1 si lega ad una 
varietà di strutture di DNA che si possono formare, quali rotture a doppio filamento 
(DSB), giunzioni di Holliday, come anche a specifiche sequenze di DNA (Kraus, 2008; 
Kraus and Lis, 2003). Infine, PARP-1 può interagire con un’ampia varietà di proteine 
che agiscono a livello del DNA, quali componenti del macchinario della trascrizione, 
fattori specifici nel legare specifiche sequenze sul DNA, e varianti istoniche (Kim et al., 




Tutti questi tipi di legami consentono un’indiretta interazione della proteina PARP-1 
con la cromatina. Così, una volta legata la cromatina, tale proteina potrà alterare la 
struttura dei nucleosomi e quindi anche la struttura della cromatina stessa (Kim et al., 
2004; Kraus, 2008; Kraus and Lis, 2003). 
Studi recenti hanno mostrato che PARP-1 tende a legarsi ai promotori di molti geni che 
solitamente sono altamente trascritti all’interno della cellula (Kim et al., 2004.; 
Krishnakumar et al., 2008). Il legame di tale proteina con le sequenze promotrici è 
correlato con l’espressione del gene della DNA Polimerasi II, e con una modificazione a 
livello degli istoni che marca i promotori attivi. PARP-1 modifica gli istoni H1, H2A e 
H2B, che svolgono un ruolo chiave nel mantenere la corretta struttura della cromatina, 
(D’Amours et al., 1999; Kim et al., 2005; Kraus, 2008; Kraus and Lis, 2003). La 
modifica post-traduzionale dovuta all’attività di PARP consiste nell’attacco di un 
polimero carico negativamente detto Poli(ADP)ribosio o PAR (Figura 2).  
PARP-1 è il principale 
responsabile della produzione di 
tale polimero, poiché catalizza la 
polimerizzazione di ADP-ribosio 
a donatori di molecole NAD+ 
sulle proteine target. 
Le unità di ADP-ribosio sono 
unite le une alle altre mediante 
legami ribosio-ribosio e possono 
essere strutturate in catene lineari 
o ramificate (D’Amours et al., 
1999) (Figura 2). Queste molecole 
possono essere attaccate ai residui di lisina o ai gruppi carbossilici del glutammato e 
aspartato, presenti sulle proteine target (Gibson et al. 2012). 
Il poli(ADP)ribosio viene idrolizzato dagli enzimi noti come Poli(ADP-ribosio) 
glicoidrolasi (PARG), Fosfodiesterasi (PDasi) e Liasi. Di queste proteine, PARG risulta 
essere l’enzima più efficiente nell’idrolizzare le catene di poli(ADP-ribosio), compresa 
la parte ramificata. Una volta che scinderà tale polimero, le molecole di mono-ADP-
Figura 2: Rappresentazione della reazione necessaria per la produzione del 




ribosio rilasciate, saranno rimosse dalla ADP-ribosil proteina liasi-7 (Hassa et al., 2006) 
o rilasciate spontaneamente a pH neutro. 
L’attività di PARP-1 viene regolata e modulata da modificazioni post-traduzionali. 
Queste includono: 
• PARilazione: PARP-1 viene modificata mediante l’attacco di un polimero di 
ADP-ribosio costituito da più di 200 unità di lunghezza. Tale polimero tende a 
legarsi a livello del dominio BRCT della proteina. Studi biochimici hanno 
dimostrato che eccessive “PARilazioni” su tale enzima provocano il suo 
distacco dal legame con la cromatina (Kim et al., 2004). 
• Fosforilazione ed acetilazione: PARP-1 è fosforilata da ERK1/2 (nei siti Ser372 
e Thr 373) e da JNK1, mentre è acetilata dall’enzima acetiltransferasi p300/CBP 
(Hassa et al. 2003; Zhang et al., 2007). 
• SUMOilazione e ubiquitinizzazione: PARP-1 interagisce con PIASy, una 
proteina SUMO E3, e ciò amplifica la sua azione di regolatrice della trascrizione 
e della struttura della cromatina (Messner et al., 2009). 
Inoltre PARP-1 può legarsi alla cromatina fuori dalle regioni dei promotori qualora il 
DNA subisca dei danni dovuti a ogni tipo di stress. Tali danni inducono una 
rilocalizzazione di PARP-1 dai promotori ai siti dove è avvenuto il danno al DNA, quali 
tagli o rotture del DNA a doppio filamento.  
Con la sua attività cerca di riparare il danno in maniera indiretta, poiché tende ad 
attivare diverse proteine implicate nella riparazione del DNA, inclusa la p53. Infatti, 
recenti studi (Kanai et al., 2007) hanno dimostrato che l’aggiunta del polimero PAR, da 
parte di PARP-1, su specifici siti della p53, possano prevenire la sua esportazione 
all’esterno del nucleo bloccando la sua interazione con il recettore dell’esportina 
nucleare Crm1.  
In caso di danni ingenti a livello del DNA (Pacher and Szabo, 2007), si ha una iper-
attivazione di PARP-1  che esaurisce le scorte cellulari del suo substrato, il NAD+, 
causando la diminuzione della glicolisi e del ciclo di Krebs, del trasporto elettronico 
mitocondriale e della produzione di ATP, dando origine così a disfunzioni cellulari e 
morte per necrosi. Dall’altro lato, un’iper-attivazione di PARP-1 modula importanti 




Tuttavia non si ha una conoscenza chiara su quali siano le attività fisiologiche svolte 
con precisione da PARP-1.  
 
1.2  Inibitori di PARP-1 
L’inibizione di PARP-1 e di tutte le proteine appartenenti a questa famiglia è diventato 
un approccio terapeutico promettente per curare molte patologie umane. L’attività che 
svolgono le proteine della famiglia di PARP nella risposta al danno al DNA, nel 
mantenimento della corretta struttura dei telomeri e della risposta allo stress, fa si che 
questi farmaci vengano usati come coadiuvanti nelle terapie selettive contro il cancro. 
Inoltre, possono trovare applicazione anche in casi di malattie associate a stress che 
manifestano caratteri pro-infiammatori come le malattie cardiovascolari, infarto, diabete 
e immunitarie. 
La maggior parte degli inibitori di PARP-1 è utilizzata nella terapia contro i tumori 
(Gibson et al., 2012). Per quanto riguarda questo aspetto, questi inibitori diminuiscono 
ma non eliminano la  riparazione delle rotture a singolo filamento del DNA (SSB). 
Solitamente i SSB sono riparati tramite il pathway del Base Excision Repair che è 
regolato da PARP-1. L’inibizione di PARP aumenta ulteriormente il numero di SSB 
non riparati. Così le cellule, arrivate alla fase di replicazione del DNA (fase S), 
trasformano queste lesioni in rotture a doppio filamento del DNA (DSB) che sono le più 
citotossiche per le cellule. Il problema di fondo è che molte linee tumorali presentano 
difetti e mutazioni in proteine coinvolte nel controllo e riparazione del danno al DNA, 
come ad esempio p53, ATM, MRE11 e BRCA1-2. Gli studi dimostrano però che queste 
linee tumorali, se trattate con inibitori di PARP, risultano essere molto più sensibili agli 
agenti citotossici usati come chemioterapici (Chalmers et al., 2010; Bebb and Less-
Miller, 2012). 
Le attuali conoscenze sui meccanismi molecolari di riparazione del DNA e sul ruolo di 
PARP-1, hanno permesso la formulazione di inibitori da utilizzare in terapie 
antitumorali  che possono agire in due diversi modi: 





2) Sensibilizzare cellule cancerose umane deficienti di quei fattori implicati nella 
riparazione del danno al DNA  
Per quanto riguarda il secondo punto, studi recenti hanno dimostrato che l’inibizione di 
PARP-1 risulta essere un opzione terapeutica efficiente per curare i tumori al seno, 
ovaie e prostata, che presentano una mutazione nei geni BRCA1 e BRCA2 (Gottipati et 
al., 2010; Weil and Chen, 2010; De Vos et al., 2012) che codificano per due proteine 
coinvolte nella riparazione per ricombinazione omologa. 
A condizioni normali, PARP-1 non contribuisce direttamente alla riparazione delle 
rotture a doppio filamento, ma se nella cellula sono presenti difetti in questo pathway, 
l’inibizione di PARP-1 può portare le cellule a morte.  
Questo fenomeno prende il nome di Letalità sintetica. Come si vede dalla figura (Figura 
3), a seguito del danno subito dal DNA si ha la formazione di un SSB. Inibendo 
l’attività PARP-1, si ha una persistenza della lesione a singolo filamento sul DNA 
stesso. Questa lesione se persiste e rimane fino alla fase S del ciclo cellulare, dove 
avviene la replicazione, può degenerare in rottura a doppio filamento (DBS). Così, 
quando PARP-1 è inibito, entra in gioco il meccanismo di riparazione mediante 
ricombinazione omologa guidato da BRCA1 e BRCA2. Tuttavia nelle cellule difettive 
di queste ultime due proteine se trattate con inibitori di PARP, si verifica un accumulo 
di danno al DNA, sotto forma di DSB, che porta le cellule alla morte (Guha, 2011; 








Figura 3: Utilizzo degli inibitori di PARP per il trattamento contro il cancro. Rappresentazione della Letalità 
Sintetica. L’inibizione di PARP-1 induce un accumulo di rotture a singolo filamento (SSB), che solitamente 
verrebbero riparate da PARP-1 stesso mediante il processo di BER, causando un collasso della forcella di 
replicazione e la conseguente generazione di DSB. In cellule deficienti di BRCA1-2, gli inibitori di PARP sono 
letali, poiché si ha la persistenza delle rotture a doppio filamento, che normalmente sarebbero riparate da BRCA2 




Sfruttare la letalità sintetica per sviluppare nuove strategie terapeutiche offre due grandi 
vantaggi. Uno di questi è che inibendo la sola attività di PARP-1 potrebbe essere 
sufficiente a causare la morte delle cellule tumorali ed evitare così gli effetti tossici delle 
chemioterapie e delle radiazioni. Un secondo vantaggio è che la terapia può essere 
indirizzata solo contro il tessuto tumorale.  
Un problema legato all’utilizzo di questi inibitori è che molti pazienti che presentano le 
mutazioni a BRCA1 o BRCA2 non risultano essere sensibili al trattamento con questi 
farmaci (Javle and Curtin, 2011). I motivi di questa forma di resistenza non sono ancora 
del tutto noti, tuttavia sono state postulate due possibili ipotesi:  
1. Le cellule acquisiscono resistenza a seguito di una seconda mutazione a livello 
del gene BRCA2 che produce una copia wild type della proteina aumentando 
l’efficienza di riparazione delle DSB.  
2. Le cellule subiscono una up-regolazione dei geni ABCB1a e ABCB1b, che 
codificano per pompe ad efflusso del farmaco, conferendo così alla cellula una 
resistenza nei confronti dei farmaci in uso. 
Per questi motivi la ricerca è in attiva crescita nel cercare nuovi interattori di PARP-1 da 
poter utilizzare come possibili inibitori nella terapia antitumorale.  
Tutte le classi correnti d’inibitori di PARP hanno lo scheletro di base della 
Nicotinammide, l’inibitore naturale di PARP-1. Questa infatti è strutturalmente simile 
alla molecola di NAD+ che, come spiegato nel paragrafo precedente (Paragrafo 1.1), è 
utilizzata da PARP-1 per effettuare la catalisi dei polimeri PAR. 
La nicotinammide si lega quindi alla tasca di legame del NAD+ presente sul dominio 
catalitico di PARP-1 (vedi Paragrafo 1.1), e blocca così l’accesso del NAD+ stesso. Così 
PARP non è più in grado di effettuare la sua funzione catalitica (Peralta-Leal et al., 
2009; Jones, 2012). 
La scoperta di nuovi inibitori si è basata inizialmente su studi empirici seguiti da 
un’ottimizzazione della struttura da parte di modificazioni chimiche. Come vediamo 
infatti dalla figura (Figura 4) le classi correnti di inibitori di PARP, sono frutto di 




Studi recenti (Ruf et al., 1998; Narwal et al., 2012) hanno dimostrato che queste 
modificazioni danno origine a nuovi composti che presentano un’aumentata specificità e 











Così, quasi tutti gli inibitori in questione utilizzano la strategia competitiva di legame 
che è stata osservata con la nicotinammide (Wahlberg et al., 2012). 
 
1.3  Il Lievito: Saccharomyces cerevisiae 
Il Saccharomyces cerevisiae, organismo unicellulare che si riproduce per gemmazione 
appartenente al regno dei funghi Ascomiceti.  
Possiede una forma ovale, un diametro di circa 8-10 micrometri (µm) ed è ricoperto da 
una parete polisaccaridica molto resistente.  
Esistono due forme in cui il lievito può sopravvivere e crescere: aploide e diploide. Le 
cellule aploidi si dividono per mitosi e qualora crescano in condizioni di forte stress 
muoiono. I ceppi diploidi, invece, rappresentano la forma preferenziale del lievito e si 
riproducono in maniera simile ai ceppi aploidi, però questi se sottoposti a condizioni di 
stress, a differenza dei ceppi aploidi non muoiono, ma possono andare incontro a 
Figura 4: Rappresentazione grafica dei diversi inibitori di PARP-1. Come si vede evidenziato 
in figura (rosso), ogni inibitore presenta nella struttura l’anello di nicotinammide, inibitore 




sporulazione, producendo per meiosi aschi contenenti 4 spore aploidi, le quali poi 
potranno unirsi tra loro per formare cellule diploidi. 
A differenza degli animali e dei vegetali superiori, il lievito sia allo stato aploide che 
diploide si può dividere indefinitamente e il processo che porta da uno stato all’altro 
può essere indotto a piacere cambiando le condizioni di crescita. 
È uno dei microrganismi eucariotici più intensamente studiati in biologia molecolare e 
cellulare, quanto l’Escherichia coli quale modello dei procarioti. Nel 1996, è stato il 
primo eucariote il cui genoma sia stato interamente sequenziato. Tale genoma è 
costituito da 12.156.677 paia di basi, e di 6.275 geni organizzati in 16 cromosomi, e 
inoltre può contenere plasmidi chiamati 2µ. La banca dati del genoma di 
Saccharomyces cerevisiae è molto curata e rappresenta un importante strumento di 
conoscenza basilare delle funzioni e dell'organizzazione della cellula eucariote in 
genetica e fisiologia. Molte proteine importanti nella Biologia Umana, sono state 
scoperte studiando le proteine omologhe presenti nel ceppo di tale lievito. Queste 
proteine includono: proteine di segnalazione, proteine implicate nel ciclo cellulare e altri 
tipi. Si stima, infatti che Saccharomyces cerevisiae condivida circa il 31% del suo 
genoma con l'uomo (Hartwell, 2004). 
Il fatto di essere un eucariote unicellulare rappresenta la caratteristica più rilevante del 
suo successo come organismo modello.  
Quando i ricercatori cercano un organismo da utilizzare nei loro studi, considerano 
diverse caratteristiche tra queste ricordiamo le dimensioni, il tempo di generazione, la 
manipolazione, la genetica, la conservazione di meccanismi, e il basso costo economico 
per la coltivazione.  
Il lievito Saccharomyces cerevisiae presenta le seguenti caratteristiche: 
• È unicellulare, di piccole dimensioni e possiede un tempo di generazione breve 
(tempo di raddoppio 1,5-2 ore a 30°C) e quindi possono essere facilmente 
coltivati.  
• In quanto eucariote condivide la complessa struttura cellulare comune alle 
cellule vegetali ed animali. 




• Inoltre, la capacità di crescere ceppi aploidi di Saccharomyces cerevisiae 
semplifica la creazione di ceppi knock-out per specifici geni.  
Per organismo modello si intende una specie estensivamente studiata per comprendere 
particolari fenomeni biologici, e ottenere, da tali studi, informazioni che possano essere 
correlate con altri organismi. Ciò è possibile grazie al fatto che i principi biologici 
fondamentali, come le vie metaboliche, di regolazione e di sviluppo, e i geni che le 
codificano, si mantengono attraverso l'evoluzione. 
 
1.4  Il lievito Saccharomyces cerevisiae nella ricerca medica e 
nella genetica umana 
Lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche ad esempio nei tumori, sono indispensabili 
per il miglioramento del tenore di vita dei pazienti. Poiché le cellule tumorali presentano 
multiple alterazioni nel loro genoma, è difficile comprendere il contributo specifico 
che ogni modifica dà alle cellule nel caso della resistenza o della sensibilità al farmaco. 
Per questo motivo, dei sistemi modello isogenici, come il lievito Saccharomyces 
cerevisiae, hanno contribuito allo studio delle malattie umane, alla scoperta degli aspetti 
molecolari direttamente collegati allo sviluppo del cancro, nonché alla determinazione 
di quali siano i contesti genetici associati alla sensibilità o alla resistenza delle cellule 
cancerose nei confronti dei farmaci antitumorali (Matuo et al., 2012). Le caratteristiche 
che fanno del lievito uno strumento importante per la ricerca sul cancro sono: 
• la sua minore complessità genetica rispetto alle cellule tumorali, 
• la possibilità di concentrarsi su l'effetto di una alterazione di singolo gene 
• elevato grado di somiglianza tra il lievito e mammiferi per quanto riguarda le 
proteine coinvolte nei processi cellulari  
Infatti, come già detto precedentemente almeno il 31% delle proteine codificate dai geni 
del lievito hanno omologhi umani, e viceversa, quasi il 50% dei geni umani coinvolti in 
malattie ereditarie presentano i loro omologhi nel lievito (Hartwell, 2004). Studi sul 
lievito Saccharomyces cerevisiae hanno dato un contributo per chiarire aspetti 
importanti su malattie come: il diabete di tipo 2; cancro al colon; neurofibromatosi di 




che risultano essere coinvolti in un ampia varietà di disordini neurodegenerativi causati 
dal misfolding di proteine (Tenreiro and Outeiro, 2010). Un esempio sono l’Alzheimer, 
la Chorea di Huntington e i disagi mitocondriali. La malattia di Alzheimer (AD) come 
sappiamo è una malattia neurodegenerativa progressiva caratterizzata da acuto declino 
cognitivo. L'esatto meccanismo di disfunzione delle cellule neuronali che porta alla 
perdita di memoria in soggetti affetti da Alzheimer è poco conosciuto. Un certo numero 
di studi comunque hanno indicato che il lievito è un sistema modello adatto per 
decifrare i meccanismi molecolari coinvolti in questa patologia (Bharadwaj et al., 2010). 
Oltre a questo, il lievito è anche un importante strumento per l’identificazione e la 
caratterizzazione di nuovi farmaci. Un esempio può riguardare il suo l’utilizzo per la 
produzione di medicinali per uso umano, come l’insulina, vaccini impiegati contro 
l’epatite B e la rapamicina, un immunosoppressore utilizzato come farmaco anti-rigetto 
in trapianti di tessuto (Heitman et al., 1991). 
Una delle più importanti pietre miliari nel campo della genomica funzionale di lievito è 
stata la costruzione di un set completo di mutanti, sia aploidi che diploidi, che 
presentano delezioni per geni non essenziali. Questa serie di mutanti nulli hanno 
consentito per la prima volta un'analisi funzionale completa del genoma del lievito 
(Giaever et al., 2002) e l’utilizzo di tali librerie ha permesso di identificare possibili 
farmaci o interattori di geni che sono stati trovati mutati nelle cellule tumorali. Infatti 
possiamo utilizzare queste librerie per individuare nuovi composti che interferiscono 
con gli effetti tossici dovuti all’espressione di una proteina nel lievito. Ciò  potrebbe 
portare alla identificazione di nuovi farmaci. Un esempio è l'espressione dei geni umani 
codificanti per le Poli(ADP-ribosil)polimerasi 1 e 2 (PARP-1 e PARP-2), che causano 
inibizione della crescita del lievito. Questo fenotipo è stato usato con successo per 
convalidare l'azione di un inibitore noto di PARP-1 e PARP-2 e di identificare nuovi 
inibitori di questi enzimi poiché l’esposizione a tali composti hanno contribuito a 
ripristinare la crescita cellulare (Perkins et al., 2001). 
 
1.5  Yeast Deletion Pool 
Nel 1996, il “Saccharomyces Genome Project” identificò più di 6.000 Open Reading 




dimostrato avere un ruolo “essenziale” per la crescita. Per circa un terzo di queste ORF 
non è ancora stata identificata la funzione molecolare precisa. Lo scopo di questo 
progetto è stato quello di generare un insieme più completo possibile di ceppi di lievito 
deleti per ognuna di queste ORF con l'obiettivo generale di scoprire le funzioni di questi 
ORF attraverso l'analisi fenotipica dei mutanti. 
Il metodo utilizzato per riuscire ad eliminare ogni ORF in questione è basato su PCR. 
Come parte del processo di cancellazione, ogni gene deleto è stato sostituito con un 
modulo KanMX il quale è etichettato con una o due sequenze di 20bp dette Barcode.  
A causa del gran numero di fasi di lettura aperta coinvolte, una delle sfide di questo 
progetto è l'automazione e coordinamento della progettazione dei  primer e della sintesi. 
I primer utilizzati in questo progetto sono stati progettati utilizzando algoritmi 
informatici semplici.  
Riassumendo, per generare questi ceppi deleti come si vede dalla figura sotto riportata 










• 45 bp di omologia  alle estremità del costrutto stesso,  fondamentali per il 
processo di ricombinazione omologa che è alla base di questo processo di 
delezione. 
• 20bp di DNA Barecode che è diverso per ogni clone, poiché contiene la 
sequenza specifica del gene che è stato deleto. Ai lati di ognuna di queste due 





sequenze,  ci sono 4 sequenze riconoscibili da 2 coppie di primer diversi (U1, 
Kan B e Kan C, D1) 
• KanMX4 Module che conferisce la resistenza alla Geneticina a quei cloni che 
hanno integrato il costrutto. 
Ogni cassetta è stato costruita utilizzando due reazioni sequenziali PCR. 
Nella prima reazione di amplificazione, sono stati utilizzati un UPTAG primer di 74bp e 
un DNTAG primer di 74bp per amplificare il gene KanMX4 dal plasmide pFA6-
kanMX4 DNA. I primer sono così costituiti: 18 bp di sequenza genomica che 
fiancheggiano o la 5' o la 3' della ORF; 18 e 17 bp di sequenza comune a tutte le 
interruzioni del gene (U1: 5'-GATGTCCACGAGGTCTCT-3' o D1: 5'-
CGGTGTCGGTCTCGTAG-3'); una sequenza unica di 20 bp che rappresenta la 
sequenza “Barcode”; e 19 bp di sequenza omologa alla cassetta KanMX4 (U2: 5'-
CGTACGCTGCAGGTCGAC-3' o D2: 5'-ATCGATGAATTCGAGCTCG-3'). 
Nella seconda reazione PCR vengono utilizzati due oligonucleotidi da 45bp (UP_45 e 
DOWN_45) specifici nei confronti della ORF da eliminare. Sono necessari per 
estendere la regione di omologia specifica per la ORF, aumentando così la specificità di 
targeting della cassetta grazie al fenomeno di ricombinazione omologa presente nel 
lievito Saccharomyces cerevisiae. 
Le U1/D1 e U2/D2 sono sequenze comuni a tutti i ceppi deleti con questa metodica. 
Sono utilizzate per amplificare la regione barcode tramite la reazione di amplificazione 
della PCR per riuscire ad identificare quale sia il gene deleto del clone sotto studio. 
Così facendo sono state generate quattro diverse collezioni di mutanti: aploidi, diploidi 
omozigoti per geni non essenziali, e diploidi eterozigoti, che contengono le ORF 
essenziali e non essenziali. 
Nel nostro caso, la libreria utilizzata è costituita dal ceppo diploide BY4743. È stata 
creata dalla collaborazione tra otto laboratori Nord Americani e otto laboratori Europei, 
con l’intento di produrre un clone deleto per ogni gene non essenziale del genoma del 
lievito Saccharomyces cerevisiae.  
La libreria consiste di: 




• 4.848 cloni aploidi MATa 
• 4.741 cloni diploidi omozigoti MATa/MATα 
Questi ceppi sono stati utilizzati in questo studio per identificare dei possibili interattori 
funzionali di PARP-1, che possano revertire il fenotipo letale che si manifesta quando 
questo gene è espresso nel lievito, Saccharomyces cerevisiae. 
Altre informazioni utili riguardo questi pool di ceppi di lievito deleti sono riscontrabili 
sul sito internet:  
http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html. 
 
1.6  Scopo della Tesi: 
E’ noto dalla letteratura che PARP-1 è coinvolto in numerose malattie umane quali 
diabete, patologie infiammatorie e tumori. Il trattamento di pazienti con inibitori di 
PARP sensibilizza i pazienti alle terapie specifiche come ad esempio quella 
antitumorale. 
Il mio lavoro di tesi s’inserisce in un progetto che utilizza il lievito Saccharomyces 
cerevisiae per cercare di identificare nuovi interattori molecolari di PARP-1 con lo 
scopo finale di poter mettere a punto delle terapie personalizzate e quindi meno nocive 
per i pazienti.  
Poiché, l’espressione di PARP-1 inibisce la crescita in lievito, in questo studio abbiamo 
identificato dei geni di lievito che se deleti sopprimono questo fenotipo. Questi geni o 
più precisamente il loro omologo umano, possono essere possibili interattori funzionali 
di PARP-1 e quindi potrebbero avere un ruolo nella chemio-resistenza agli inibitori di 
PARP-1 stesso. Quindi, abbiamo espresso il gene umano PARP-1 in lievito, 
determinato il livello di espressione proteica e valutato il fenotipo in condizioni ottimali 
di espressione. In seguito abbiamo utilizzato un pool di ceppi di lievito già disponibili in 






CAPITOLO 2: Materiali e Metodi 
2.1 Ceppi di Saccharomyces cerevisiae 
In questo lavoro di tesi abbiamo utilizzato i seguenti ceppi di lievito (genotipo): 
 
• Il ceppo aploide  RSY12: (MATa; leu2-3,112; his3-11,15; URA3::HIS3). 
• Il ceppo diploide  RS112: (MATa; ura3-52; leu2-3,112;  trp5-27;  ade2-40;  
ilv1-92;  arg4-3;  HIS3::pRS6 LYS2/MATα; ura3-52; leu2-∆98; TRP5; ade 2-
101; ilv1-92; ARG4; his3-∆200; lys2-801)  
• Il ceppo diploide BY4743: (MATa; his3∆1/his3∆1; leu2∆0/leu2∆0; 
met15∆0/MET15; LYS2/lys2∆0; ura3∆0/ura3∆0/ MATα; his3∆1/his3∆1; 
leu2∆0/leu2∆0; met15∆0/MET15; LYS2/lys2∆0; ura3∆0/ura3∆0)  
 
 
2.2  Terreni di Coltura per il Lievito Saccharomyces cerevisiae 
I terreni che abbiamo utilizzato in questi studi sono stati: terreno YPAD e terreni 
sintetici. 
Terreni sintetici 
Sono terreni dei quali conosciamo con precisione le varie componenti chimiche di cui 
sono costituiti e ci consentono di fare una discriminazione e selezione delle colonie che 
vogliamo analizzare. Ad esempio, se volessimo isolare ceppi trasformati con i vettori 
plasmidici pYES2, sapremmo che tali ceppi, una volta ottenuto il plasmide, saranno in 
grado di sintetizzarsi autonomamente l’Uracile, dato che il plasmide inseritovi contiene 
il gene marcatore URA3. Quindi per isolare questi tipi di cellule, utilizzeremo terreni 
sintetici tali che contengano tutti gli amminoacidi fondamentali, eccetto l’Uracile, 
terreni detti –URA. In questo studio abbiamo prevalentemente utilizzato solo un tipo di 
terreno sintetico: 
 –URA: contenente tutti i fattori nutritivi con l’eccezione dell’Uracile 
Inoltre dato che vogliamo anche far avvenire una buona espressione del gene PARP-1 
inserito all’interno dei plasmidi, le colonie trasformate vengono piastrate anche su 




l’unica differenza che al posto del glucosio contengono il galattosio, il quale tende ad 
attivare costitutivamente il promotore GAL1 che determinerà l’espressione continua 
della proteina PARP-1. 
I terreni sintetici possono essere liquidi e solidi. In ogni caso le due forme consentono la 
crescita solamente a quei ceppi che sono trasformati. 
Preparazione terreno sintetico Liquido: 
• 4 g Yeast nitrogen base senza amminoacidi 
• 0,4 g miscela di fattori nutrizionali (aminoacidi e basi azotate)  
• 12 g glucosio/ 30 g galattosio 
• Acqua distillata (H2O), circa mezzo litro(500ml) 
Una volta creata tale miscela di composti si sterilizza il tutto mediante autoclave a 
118ºC per circa 40 minuti. Questo processo rende sterile il nostro preparato da eventuali 
contaminazioni.  
Bisogna prestare molta attenzione alla temperatura, perché se si eccede troppo al di 
sopra dei 118°C lo zucchero presente (glucosio) caramellizza. 
Preparazione terreno sintetico Solido per piastre (500ml): 
• 4 g Yeast nitrogen base senza amminoacidi 
• 0,4 g miscela di fattori nutrizionali (aminoacidi e basi azotate)  
• 12 g glucosio/ 30 g galattosio 
• 10 g Agar  
• Circa 500ml di acqua distillata. 
Una volta ottenuta tale miscela di componenti, viene messa ad autoclavare per 40 min 
circa alla temperatura di 118°C. Una volta finito questo processo di sterilizzazione 
riempiamo delle piastre sterili di 9cm di diametro con la soluzione ottenuta e la 
lasciamo solidificare a T ambiente. 
Terreno YPAD (Yeast Extract Peptone Dextrose)  
È un terreno completo, cioè contenente tutti i fattori nutrizionali che consentano una 




Può essere sia in forma liquida che solida. La forma liquida è utilizzata principalmente 
come mezzo di crescita per le cellule di lievito che siamo intenti a trasformare; la forma 
solida invece è utilizzata per effettuare piastramenti di cellule di lievito trasformate per 
avere così uno stock a disposizione di cellule con le medesime caratteristiche che 
utilizzeremo nei vari esperimenti. 
Preparazione terreno YPAD liquido (1 litro): 
• Glucosio 20g/ Galattosio 50g 
• Bactopeptone 20g 
• Yeast extract 10g 
• Adenina 0,2g 
• Circa un litro di acqua distillata 
La miscela ottenuta viene sterilizzata in autoclave seguendo lo stesso procedimento 
detto con il terreno selettivo liquido. 
Preparazione terreno YPAD solido per piastre (1 litro): 
• Agar 20g 
• Glucosio 20g/ Galattosio 50g 
• Bactopeptone 20g 
• Yeast extract 10g 
• Adenina 0,2g 
• Circa un litro di acqua distillata 
La miscela ottenuta viene sterilizzata in autoclave e successivamente viene versata in 
piastre sterili di 9 cm di diametro e lasciata solidificare a temperatura ambiente. 
 
2.3  Vettore plasmidico pYES2 
I plasmidi sono elementi genetici di DNA, circolari ed extracromosomici, che si 
replicano in maniera autonoma rispetto al cromosoma della cellula in cui si trovano. 




Tale plasmide sarà poi inserito all’interno di una cellula di nostro interesse, 
normalmente cellule batteriche quali Escherichia coli, la quale sarà in grado di produrre 
centinaia di copie del frammento di DNA clonato. 
Oltre a questi tipi di plasmidi, esistono anche plasmidi eucariotici che vengono utilizzati 
sui lieviti. 
Nel nostro studio, per poter esprimere PARP-1 in lievito, abbiamo utilizzato un vettore 
derivante dal pYES2. 
Plasmide pYES2: 
Il plasmide pYES2 (Figura 6) è costituito da 
5.856 nucleotidi e contiene:  
• GAL1 promoter: un promotore 
inducibile dal galattosio specifico per 
Saccharomyces  cerevisiae. 
• T7 promoter: è il promotore per la RNA 
polimerasi T7, che viene utilizzato per la 
trascrizione in vitro. 
• Sito multiplo di clonaggio: dove sono 
presenti i siti di taglio per i seguenti enzimi: 
HindIII, KpnI, SacI, BamHI, BstXI, EcoRI, 
BstXI, NotI, SphI, XbaI. 
• Il terminatore di trascrizione del gene CYC1.  
• Origine di replicazione batterica del pUC.  
• Gene che conferisce ai batteri la resistenza all’ampicillina. 
• Gene URA3 : permette di selezionare le cellule che contengono questo vettore.  
• 2µ: origine di replicazione del lievito.  
• Origine di replicazione del fago f1. 
Nel nostro studio abbiamo trasformato cellule di lievito S. cerevisiae sia con il plasmide 
pYES2 vuoto, sia con il plasmide pYES2-PARP-1 contenente il gene umano PARP-1. 
 
 





2.4  Estrazione ed analisi del DNA plasmidico 
Poiché i plasmidi vengono amplificati e mantenuti in ceppi di Escherichia coli, abbiamo 
trasformato pYES2, pYES-PARP-1 in cellule di E.coli rese “competenti” per poter 
assumere DNA dall’esterno. 
Procedimento:  
Abbiamo prelevato quattro aliquote di 100µl di batteri competenti e tre aliquote di circa 
5µl di DNA plasmidico (un’aliquota per ogni tipo di plasmide elencato sopra) e le 
abbiamo inoculate distintamente in due eppendorf nel seguente ordine: 
1) 100µl sospensione batterica + 5µl di H2O sterile. Questo campione costituisce il 
BIANCO. 
2) 100µl sospensione batterica + 5µl pYES2-PARP-1 
I due contenitori ottenuti sono stati lasciati ad incubare per 30 minuti in ghiaccio dopo 
di che sono stati messi per un minuto circa a 42°C in un bagnetto, in modo tale da 
indurre a tali cellule uno shock termico così che favorisse ancora di più il fenomeno di 
trasformazione. 
Dopo il bagnetto ad acqua calda (42°C), le cellule sono state diluite con 900µl di terreno 
LB (Luria-Bertani) e messe ad incubare per circa 30-40 min a 37°C in modo tale che 
ora i batteri potessero proliferare. Scaduto il tempo di incubazione abbiamo prelevato 
circa 200µl da ogni eppendorf e abbiamo piastrato ogni aliquota su un terreno selettivo 
solido contenente l’antibiotico ampicillina (100µg/l) e abbiamo messo ad incubare le 
piastre a 37° C per 17-24 ore.  
Grazie all’ampicillina presente nel terreno di coltura, le cellule trasformate, cioè quelle 
contenenti i plasmidi, saranno in grado di esprimere il gene della Beta-lattamasi che 
degrada l’ampicillina permettendo alle cellule di crescere e formare colonie. Il giorno 
seguente abbiamo aggiunto a tre falcon da 15ml, 6,5ml di terreno liquido LB contenente 
ampicillina (100µg/l). Poi, dalle piastre preparate il giorno precedente, abbiamo 
prelevato mediante un’ansa sterile, una colonia per piastra e le abbiamo inoculate 
ognuna all’interno di un singolo falcon, che sono stati successivamente lasciati ad 




Una volta cresciuti abbiamo è possibile estrarre il DNA plasmidico con cui sono state 
trasformate le cellule con il Kit della ditta Promega: Wizard® Plus SV Miniprep DNA 
Purification System contenente al suo interno: 
• Cell Resuspention Solution: 20ml 
• Cell Lysis Solution: 20ml 
• Neutralization Solution: 100ml 
• Column Wash Solution: 100ml 
• Minicolonne: 50 pezzi 
• Tubetti da raccolta: 50 pezzi 
• Nuclease Free Water: 20ml 
• Alkaline Protease Solution: 13ml 
Terminata l’estrazione del DNA, viene effettuata una corsa su gel d’agarosio per 
valutare la quantità e la qualità del DNA estratto. 
 
2.5  Trasformazione del lievito Saccharomyces cerevisiae 
Per trasformare le cellule di lievito abbiamo utilizzato il protocollo standard di Robert 
Schiestl che utilizza Litio Acetato/PEG e single strand DNA come carrier che 
incrementa notevolmente così l’efficienza di trasformazione (Gietz and Schiestl, 2007). 
Il polietilen glicol (PEG) è una sostanza che induce uno shock osmotico alla cellula 
costringendola così ad assumere H2O dall’esterno e quindi anche il DNA plasmidico 
che sarà disciolto in essa. Il Litio Acetato (1.0 M) distrugge la parete consentendo così 
al nostro DNA di incontrare meno resistenze durante il suo cammino. E infine una 
soluzione di DNA a singolo filamento chiamato DNA carrier prearato sciogliendo 200 
mg di DNA ad alto peso molecolare in 100ml di H2O e a conservato a –20°C. Circa 10 
minuti prima del suo utilizzo verrà denaturato in un bagno bollente a 100° C per 5 min e 
raffreddato subito in ghiaccio. Il DNA ad alto peso molecolare viene utilizzato per 
evitare che il plasmide venga degradato dalle esonucleasi citoplasmatiche presenti nella 
cellula; infatti, l’uso di una quantità di ssDNA in eccesso rispetto al plasmide, 
consentirà al plasmide stesso una protezione dalle nucleasi che degraderanno 





Dalla piastra è stata inoculata una colonia in 5-10 ml di terreno completo YPAD. Le 
colture vengono incubate sotto agitazione costante di 160 rpm a 30°C per 17-24 ore. In 
queste condizioni le cellule proliferano e raggiungono la fase stazionaria (1x108cell/ml). 
Il giorno seguente si diluiscono 1:4 in YPAD e si inocula la coltura per 2-3 ore a 30°C 
in agitazione. Dopo, si effettuano due lavaggi in acqua bi-distillata sterile mediante 
centrifugazione a 4.000 rpm per 5-10 minuti, stando attenti a non rimuovere il pellet che 
si forma sul fondo che costituisce le nostre cellule di lievito. Si procede nuovamente con 
un ulteriore lavaggio, aggiungendo 50 ml di acqua sterile ad ogni falcon e 
centrifughiamo nuovamente. Questa volta il pellet verrà risospeso in 1 ml di acqua 
sterile. Si  prelevano 100µl di colture e le introduciamo all’interno di nuove eppendorf. 
In questo caso si ipotizza che all’interno di 100µl siano contenute circa 108cellule. Ed 
ora procediamo allo stesso modo per ogni eppendorf: 
1) 240µl PEG + 36µl LiAc + 50µl ssDNAcarrier + 34µl H2O sterile. 
2) 240µl PEG + 36µl LiAc + 50µl ssDNAcarrier + (DNA plasmidico + H2O per 
portare a volume) 
Successivamente, si incuba a 42°C per 40 min in modo tale da indurre uno shock 
termico che favorisca ancora di più il fenomeno di trasformazione cellulare. Si 
centrifugano le eppendorf per 1 min a 10.000 rpm, si rimuove il sovranatante e si 
rispospende  il pellet in 1ml di acqua sterile. Si procede al piastramento in terreno 
selettivo privo di uracile. Le piastre vengono incubate a 30°C per 3-5 giorni finchè non 
si formano le colonie. 
 
2.6  Saggio con il 6(5-H)Phenantridinone 
In questo studio abbiamo confermato che l’espressione del gene PARP-1 induce  
un’inibizione della crescita nel ceppo BY4743 e che, questo fenotipo, è dovuto 
all’attività polimerasica della proteina Poli(ADP-ribosil)polimerasi-1. Per dimostrare 
ciò abbiamo trattato le cellule esprimenti PARP-1 con un inibitore specifico della sua 




abbiamo usato il 6(5-H)-Phenantridinone (PHE) la cui struttura molecolare è 





Abbiamo inoculato  il  ceppo BY4743 trasformato con pYES2 e con pYES-PARP-1, in 
10ml di terreno selettivo privo di uracile con glucosio (–ura glu). Si lascia crescere per 
17-24 ore  a 30°C  in agitazione  (160 rpm). 
Il mattino seguente, si diluisce la coltura 1:50 in terreno –ura glu e –ura gal. Avremo 
quindi 4 colture costituite da:  
• BY4743 trasformato con pYES2 in –ura glu 
• BY4743 trasformato con pYES2 in – ura gal 
• BY4743 trasformato con pYES2-PARP-1 in – ura glu 
• BY4743 trasformato con pYES2-PARP-1 in – ura gal 
A questo punto si misura la densità ottica a 600nm (OD 600) per determinare il numero 
di cellule delle quattro colture.  E’ riportato che un valore di OD 600 pari a 0,100 
equivale a 1x106 cellule/ml, per cui facendo le opportune proporzioni otteniamo il 
numero complessivo di cellule per ml di coltura. A questo punto, si preparano diverse 
colture da 5ml (–ura glucosio o –ura galattosio) contenenti diverse concentrazioni di  
PHE e una quantità di cellule pari a 2x106 cell/ml. Il PHE viene preparato in Dimetil-
sulfossido (DMSO) ad una concentrazione di 26mM. La soluzione madre viene 
opportunamente diluita in acqua distillata sterile. Si preparano quindi le seguenti 
colture : 
• Controllo Negativo: 2µl di DMSO  
• Concentrazione 0,5µM 
• Concentrazione 5µM 
• Concentrazione 25µM 
• Concentrazione 50µM 




Le colture vengono incubate a 30°C per 24 ore in agitazione. Il giorno seguente 
abbiamo prelevato da ogni falcon 120µl di coltura e diluiti in 480µl di rispettivo terreno 
e abbiamo misurato la OD 600 per determinare il numero delle cellule. 
2.7  Estrazione DNA Genomico 
Per estrarre il DNA genomico dai ceppi di lievito in esame abbiamo utilizzato il Kit 
MasterPure YeastTM DNA Purification Kit. Include al suo interno:  
• Yeast Cell Lysis Solution (60 ml) 
• MPC Protein Precipitation Reagent (50 ml) 
• RNase A con una concentrazione di 5 mg/ml (200 µl) 
• TE Buffer (7 ml) 10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA 
Il seguente protocollo è consigliato per l’estrazione di DNA dalle diverse specie di 
lievito cui: Candida, Saccharomyces, Pichia e Schizosaccharomyces. Le cellule 
vengono fatte crescere in 5-10ml di terreno ricco (YPAD) a 30°C per 17-24 ore in 
agitazione. In queste condizioni le cellule proliferano e raggiungono la fase stazionaria 
(1x108cell/ml). Il giorno seguente i campioni sono stati sottoposti a 2 lavaggi in 10ml di 
acqua bi-distillata sterile per 4 minuti di centrifugazione a 4.000 rpm. Il  pellet viene 
risospeso in 1,5ml di acqua sterile bi-distillata e centrifugato a 13.000 rpm per 3 minuti 
circa. Al pellet cellulare si risospendono 300µl di Yeast Cell Lysis Solution e si incuba  a 
65°C per 15 minuti. In questo modo si favorisce il processo di lisi delle cellule 
fondamentale per recuperare il DNA genomico. Poi, i campioni sono stati messi in 
ghiaccio per 5 minuti. 
Infine, si aggiungono 150µl di Protein Precipitation Reagent e si agita il tutto, 
utilizzando un vortex, per 10 secondi. Si centrifuga per 10 minuti a 13.000 rpm e si 
recupera il sovranatanti, poiché i pellet che si formano sono costituiti dai frammenti di 
membrana delle cellule lisate e dalle proteine precipitate. Ogni sovranatante viene 
trasferito in una nuova provetta da 1,5ml ad ognuna delle quali sono stati aggiunti 500µl 
di Isopropanolo per precipitare il DNA. Si agitano i campione e si centrifuga per 10 
minuti. Il DNA precipiterà sul fondo delle provette formando un pellet trasparente. 
L’isopropanolo viene rimosso e i pellet sono sottoposti a due lavaggi con 500µl di 
Etanolo al 70%. I campioni a questo punto vengono asciugati sotto cappa per favorire 




in 35µl di acqua sterile, si aggiunge 1µl di RNase A (5µg/µl), si incuba a 37°C per 15 
minuti. Il DNA genomico viene poi controllato mediante elettroforesi su gel d’agarosio 
e quantificato allo spettrofotometro. 
 
2.8  Amplificazione per PCR (Poymerase Chain Reaction) 
La reazione a catena della polimerasi o più propriamente detta PCR, è una tecnica di 
Biologia Molecolare che consente l’amplificazione di frammenti di DNA dei quali si 
conoscano le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali. La PCR consente di ottenere in 
vitro molto rapidamente la quantità di materiale genetico necessaria per le successive 
applicazioni. Richiede l’utilizzo di una coppia di primer (inneschi), che si appaieranno a 
sequenze localizzate ad entrambi i lati della regione che si vuole amplificare. La DNA 
polimerasi, in questo caso la TAQ polimerasi (una polimerasi estratta da un termofilo, in 
grado di sopportare le temperature elevate), sintetizzerà quindi nuovi filamenti di DNA 
a partire da ciascun primer utilizzando i Nucleosidi tri-fosfati (dNTP), presenti nella 
miscela di amplificazione. 
La PCR è costituita da 3 fasi ripetute per un numero variabile di cicli: 
• Denaturazione 
• Annealing 
• Allungamento o Estensione 
La Denaturazione è un processo che avviene alla temperatura di 95°C poiché è 
necessario che la molecola di DNA stampo che vogliamo amplificare, dato che è a 
doppio filamento, si denaturi in due molecole a singolo filamento. Nei minuti durante i 
quali la reazione di PCR viene mantenuta a questa temperatura, la Taq polimerasi non si 
danneggia. La temperatura viene poi riabbassata fino a raggiungere la temperatura di 
Annealing ottimale, necessaria per far si che i primer si appaiano ai filamenti 
complementari. Questa è l’unica temperatura che può essere ottimizzata in modo da 
ottenere la massima efficienza di appaiamento allo stampo corretto ed il minimo legame 
ad altre sequenze aspecifiche. Infatti, se la temperatura di annealing è troppo bassai 




temperatura è troppo alta, i primer possono non legarsi al sito corretto, provocando un 
assenza di prodotto amplificato.  
Terminata la fase di annealing, la temperatura viene innalzata a 72°C e siamo nella fase 
di Estensione. Durante questa fase la Taq sintetizzerà dei filamenti di DNA 
complementari allo stampo a partire da ciascun primer utilizzando i Nucleosidi tri-
fosfati (dNTP), presenti nella miscela di amplificazione. 
 La polimerizzazione procederà fino a che non verrà interrotta da un seguente 
innalzamento della temperatura a 95°C dove ha inizio un nuovo ciclo di Denaturazione. 
Cicli ripetuti di denaturazione, appaiamento o annealing ed estensione dei primer 
consentiranno un’ amplificazione esponenziale della sequenza di DNA compresa fra i 
due primer, con il prodotto che raddoppierà ad ogni ciclo in modo che, ad esempio dopo 
20 cicli, si sarà originato un aumento di un milione di volte nella quantità del prodotto. 
Solitamente la concentrazione con cui i primer vengono utilizzati si aggira attorno a 
1µM e se la concentrazione è troppo bassa la PCR diventa inefficace mentre se è troppo 
elevata si può avere l’amplificazione di sequenze non specifiche. 
In questo studio per riuscire ad amplificare la cassetta che è andata a sostituire le Open 
Reading Frame (ORF) in ognuno dei ceppi dello Yeast Deletion Pool abbiamo a 
disposizione due coppie di primer. 
I primer sono: 
• U1: 5’- GAT GTC CAC GAG GTC TCT - 3’   (Tm=53.4°C) 
• Kan B: 5’- CTG CAG CGA GGA GCC GTA AT - 3’  (Tm=59.9°C) 
 
• D1: 5’- CGG TGT CGG TCT CGT AG - 3’   (Tm=54.8°C) 
• KanC: 5’- TGA TTT TGA TGA CGA GCG TAA T - 3’  (Tm= 9.9°C) 
Quello che vogliamo è che i primer abbiano una concentrazione di 100µM così da 
poterli successivamente diluire e utilizzare nella reazione della PCR. Facendo i nostri 
calcoli, i nostri primer sono stati diluiti rispettivamente in: U1 = 441µl; KanB = 320µl; 




Una volta diluiti i primer è possibile iniziare la reazione di PCR per ognuno dei 
campioni di DNA genomico estratto dai cloni dello Yeast Deletion Pool. Il kit utilizzato 
per effettuare la PCR è il GoTaq® qPCR Master Mix: Higher sensitivity and superior 
stability for qPCR della ditta Promega. Tale kit prevede che in una eppendorf sterile da 
0,2 ml si combini la seguente miscela, in ghiaccio: 
• GoTaq® Flexi Buffer (1X):                             10µl 
• MgCl2 Solution (25mM):                              2-8µl (0,1-1,0µM) 
• PCR Nucleotide Mix, (10mM):                        1µl (0,2µM)  
• Upstream Primer:                                           1,5µl (0,1-1,0µM) (*) 
• Downstream Primer:                                      1,5µl (0,1-1,0µM) (*) 
• GoTaq® DNA Polymerase (5u/µl):              0,25µl 
• Campione di DNA genomico:                          Xµl (<0,5µg/50µl) 
H2O se necessario per portare a volume         50µl 
Visto che ogni primer presenta una Tm diversa è stato fatto un calcolo per trovare la 
Temperatura di Melting ottimale per le due coppie di primer. Per prima cosa è stata fatta 
la media della Tm per coppia di primer: 
Media Tm D1/KanC = 53,7° C; Media Tm U1/KanB = 56,7°C 
A questo punto sottraggo ad entrambe le Tm circa  5°C così da aumentare la specificità 
di legame di ogni primer. Quello che otteniamo è che la Tm media per entrambe le 
coppie è di 50°C circa.  
Adesso possiamo procedere con il passo successivo del protocollo della Promega, cioè 
la scelta delle condizioni di reazione (Figura 8): 
Initial Denaturation: 95°C per 2 minuti (1 ciclo) 
Denaturation: 95°C per 50 secondi  
Annealing: 50°C per 50 secondi            (30 cicli) 
Extension: 72°C per 1 minuto 
Final extension: 72°C per 5 minuti (1 ciclo) 









Queste condizioni sono state utilizzate per tutti i campioni di DNA genomico estratti 
dalle colonie “Deletion Pool” (Paragrafo 2.9). La coppia di primer utilizzata in questo 
studio è quella costituita da D1/KanC, che come vedremo nei prossimi paragrafi, 
originano un prodotto di amplificazione lungo circa 600bp, che servirà per poter 
identificare qual è l’ORF che è stata eliminata in ognuno dei singoli cloni e che ha 
consentito per questa ragione la crescita delle cellule di lievito nonostante l’espressione 
di PARP-1. 
 
2.9  Purificazione e Sequenziamento dei Prodotti di PCR 
Una volta che le PCR dei 150 campioni di DNA genomico sono state completate, è 
necessario purificare i prodotti di PCR prima di poterli mandare a sequenziale. La 
purificazione è un processo fondamentale e non sarebbe possibile farlo con dei prodotti 
grezzi, in quanto la presenza di RNA e frammenti di DNA amplificato renderebbero 
difficile il sequenziamento stesso. Gli amplificati ottenuti pe PCR vengono sottoposti ad 
elettroforesi in un gel di Agarosio all’1%. Poi si procede alla purificazione da gel  
mediante l’uso del  kit di purificazione della ditta Quiagen, NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up. Tale kit contiene: 
• Binding Buffer NTI: 2x20ml 
• Wash Buffer NT3: 2x50ml 
• Elution Buffer NE: 50ml 
• NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Columns: 250 pezzi 
• Collection Tubes (2 ml): 250 pezzi 




La purificazione è stata eseguita seguendo il protocollo raccomandato dalla ditta 
produttrice.  
Dopo aver controllato la purificazione della banda su gel abbiamo caricato ognuno dei 
nostri campioni, in due piastre da 96 pozzetti assieme al primer Kan C. Le piastre sono 
poi state spedite alla ditta Genechron, di Roma, che ha provveduto a sequenziare ogni 
campione contenuto in esse. 
 
2.10 Estrazione delle Proteine dal Lievito e Quantificazione  
Cellule contenenti il vettore pYES2-PARP-1 vengono incubate per almeno 2 ore in 
10ml di terreno contenente galattosio che permette l’espressione della proteina. 
Terminato il tempo di induzione, le cellule vengono lavate per due volte in acqua bi-
distillata sterile. I pellet ottenuti sono risospesi in 500µl di una miscela costituita da 
Lysis Buffer(*), Fluoruro di fenilmetansulfonile (PMSF), necessario per inibire le 
proteasi, e ¼ di pasticca di Protease Inhibitor Cocktail (della Roche®). 
(*) Il Lysis Buffer è un tampone contenente: 
• Sorbitolo (2M)                      3ml 
• Tris HCl (2M) pH =7,4     100µl 
• NaCl (5M)                            2ml 
• MgCl2 (1M)                       100µl  
• EDTA (0,5M) pH=8          200µl    
• H2O milli-Q                     14,5ml 
Totale                                 20ml 
Ritornando ai pellet, come detto, vengono risospesi nella miscela sopra citata assieme a 
1 grammo di microsfere di vetro (Sigma) con diametro di 425-600µm. Queste biglie di 
vetro favoriranno la distruzione della parete e della membrana delle cellule di lievito. 
Infatti, il tutto è stato sottoposto a agitazione mediante un vortex per quattro volte per 
almeno un minuto, alternando un minuto di vortex a un minuto di ghiaccio. Si recupera 




TRITON X-100 all’1%. Il tutto è stato sottoposto ad una centrifugazione a 4°C per 15 
minuti. 
La quantità totale di proteina viene determinata mediante il saggio Bradford con il blue 
di comassie. Questo colorante si lega a residui di aminoacidi basici, e più precisamente 
ai residui di arginina, presenti nelle proteine. Una volta legato è rilevabile leggendo 
l’assorbanza a 595nm (blu) e per determinare la concentrazione proteica del campione si 
interpolano i valori di assorbanza, del campione sotto studio e di uno standard, su una 
retta di calibrazione. Lo standard utilizzato è la Siero Albumina Bovina (BSA) (2 mg/ml), 
che è a concentrazione nota. 
La retta di calibrazione viene effettuata con concentrazioni crescenti di BSA: si 
preparano i seguenti campioni utilizzando una piastra da 96 pozzetti: 
• Standard 0 160µl H2O + 40µl di Bradford 
• Standard 2 159µl H2O + 40µl di Bradford + 1µl di BSA (2mg/ml) 
• Standard 4 158µl H2O + 40µl di Bradford + 2µl di BSA 
• Standard 5 156µl H2O + 40µl di Bradford + 4µl di BSA 
• Standard 6 152µl H2O + 40µl di Bradford + 8µl di BSA 
Sulla stessa piastra aggiungiamo anche i nostri campioni, in due diluizioni diverse 1:100 
e 1:200. Effettuiamo le 2 diluizioni nel seguente modo: 
• Diluizione (1:100): 158µl H2O + 40µl di Bradford + 2µl di campione 
• Diluizione (1:200): 159µl H2O + 40µl di Bradford + 1µl di campione 
L’assorbanza dei campioni viene letta con lo SpectraCount. Grazie a questa macchina 
siamo in grado di costruire una retta di calibrazione e possiamo così quantificare la 
concentrazione proteica.  
 
2.11 Western Blot 
Questa tecnica che consente di identificare una specifica proteina si basa sull’utilizzo di 
anticorpi specifici dopo la separazione per elettroforesi su gel di poliacrilammide e 
sodio dodecil solfato (SDS-PAGE). Infatti, a seguito della separazione elettroforetica 




attraverso il gel e la membrana, di una corrente perpendicolare. Così una proteina in 
particolare potrà essere identificata utilizzando degli anticorpi specifici nei suoi 
confronti. Questi anticorpi possono essere loro stessi marcati o più comunemente, 
identificati utilizzando un anticorpo secondario marcato con un enzima, un fluorocromo, 
o un metallo pesante. Generalmente per questi esperimenti sono legati ad un enzima, la 
Perossidasi di rafano. Questo enzima permette la conversione di un substrato solubile 
in uno non solubile, in stretta prossimità della proteina da rilevare. Un substrato 
chemioluminescente che è comunemente usato è il Luminolo conosciuto anche con il 
nome di ECL; in tale caso, il segnale deve essere catturato da una pellicola fotografica o 
da una lastra fotografica. 
Procedimento: 
Per prima cosa bisogna preparare il gel di poliacrilammide per effettuare la corsa dei 
campioni proteici. Il gel finale è costituito da 2 gel: lo Stacking Gel e il Separating Gel. 
Ecco riportate le ricette per produrre tali gel: 
• Lo Stacking Gel è la parte superiore del gel e la sua funzione è quella di 
concentrare il campione proteico caricato negli appositi pozzetti, in modo che 
tutti i campioni comincino la loro migrazione dallo stesso punto di partenza.  
• Il Separating Gel è la parte inferiore e la sua funzione è quella di separare le 
proteine dei vari campioni sulla base del loro peso molecolare. 
Le ricette per creare questi gel sono le seguenti: 
 
Stacking Gel  Separating Gel 
H2O Distillata 1,4ml  H2O Distillata 1,9ml 
Acrilammide mix (30%) 330µl  Acrilammide mix (30%) 1,7ml 
TRIS HCl pH6,8 (1,5M) 250µl  TRIS HCl pH8,8 (1M) 1,3ml 
SDS 10% 20µl  SDS 10% 50µl 
APS 10% 20µl APS 10% 50µl 
TEMED 20µl  TEMED 2µl 




Si versa inizialmente il Separating gel tra i due vetrini. Una volta che il gel è 
polimerizzato, si procede con il versare sopra di esso la seconda miscela, lo Stacking gel. 
Si inserisce un pettine di plastica che determina, nel gel superiore, la formazione dei 
pozzetti per il caricamento dei campioni di proteine in esame. Una volta che la 
polimerizzazione del gel è terminata, si rimuove il pettine e il supporto di vetro, 
contenente i due gel, viene introdotto nell’apposito macchinario di elettroforesi. 
All’interno della vaschetta dove viene riposto il gel, si aggiunge il Buffer di Corsa 1X. 
Ogni pozzetto del gel ha una capienza massima di 30µl, per cui onde evitare che un 
campione possa andare a mescolarsi con quello contenuto nel pozzetto adiacente, 
cerchiamo di caricare un volume totale max di 28µl comprendente: xµl di campione 
proteico, 4µl di Loading Buffer 4X, colorante che si lega alle proteine, e portiamo il 
tutto a volume aggiungendo H2O distillata sterile. Prima di caricare le preteine vengono 
denaturate a  85°C per circa 5-10 minuti. In un pozzetto carichiamo anche un marcatore 
di peso molecolare, Dual Color Precicion Plus Protein™ Standanrds, contenente una 
miscela di dieci proteine ricombinanti (10–250 kD), che formano otto bande blu e due 
bande rosa. 
La corsa elettroferetica viene effettuata a 120-180 mv per 1-2 ore. 
TRASFERIMENTO DEI CAMPIONI SU MEMBRANA: 
Terminata la corsa, si estrae dal supporto il gel su cui hanno corso delle proteine e, dopo 
aver rimosso la parte dello stacking gel, si immerge nella soluzione di trasferimento o 
Transfer, una miscela di 200ml di Metanolo, 100ml di Transfer e 700ml di H2O 
distillata. Nello stesso tampone si immergono: due spugne, 6 rettangoli di carta 
assorbente o carta bibula e la membrana di trasferimento. Tutti queste cose ci serviranno 
per preparare il Sandwich di trasferimento. Vanno disposte nel seguente ordine: 
• Spugna 
• 2/3 Fogli di carta assorbente 
• Gel 
• Membrana di nitrocellulosa 





Si chiude il tutto nella cassettina per il trasferimento (Figura 9) e si riempie quest’ultima 
con il tampone di trasferimento. Infine si collega l’apparato ad un alimentatore e si 







Terminato il processo, si recupera la membrana e la sottoponiamo a una colorazione 
Ponceau 1X per valutare l'efficienza del trasferimento ed evidenziare bande delle 
proteine. La membrana ora è sottoposta a due lavaggi in TBST 1X a pH 4,7.  
Dopo i lavaggi la membrana viene immersa per 15 minuti in 20ml di soluzione di 
blocking al 5% di polvere di latte in TBST. Questo trattamento serve per solubilizzare le 
proteine attaccate alla membrana per far si che si leghino meglio all’anticorpo nel 
passaggio successivo. 
Quindi, si rimuove la soluzione di blocking e si procede con il versare sulla membrana 
stessa l’anticorpo primario diluito in una soluzione di blocking sopra citata.  
Nel nostro caso l’anticorpo primario (PARP-1 Santa Cruz Biotecnology©) è specifico 
nei confronti di PARP-1 ed è stato estratto dal topo che è stato diluito 1:200 in una 
soluzione di Blocking. Questa soluzione viene versata, come detto precedentemente, 
sulla membrana e lasciamo agire per 12 minuti, per dare modo all’AbI di legarsi alle 
proteine. Una volta che i 12 minuti sono terminati, la membrana è sottoposta a tre 
lavaggi in TBST, per rimuovere l’anticorpo che non si è legato. Fatto ciò si procede con 
il far ibridare sulla membrana l’anticorpo secondario. In questo caso sarà un anticorpo 
anti-mouse IgG HRP (Santa Cruz Biotecnology©) diluito 1:2000 sempre nella soluzione 
di Blocking 5X. Come prima, lasciamo agire per 12 minuti l’AbII, dopo di che si 
effettuano tre lavaggi con TBST e la membrana è ora pronta per l’ultima fase, cioè lo 
Sviluppo. 






Come accennato precedentemente, in questi esperimenti gli anticorpi sono legati ad un 
enzima, la Perossidasi di rafano. Questo enzima permette la conversione di un substrato 
solubile in uno non solubile, in stretta prossimità della proteina da rilevare. Un substrato 
chemioluminescente che è comunemente usato è il Luminolo conosciuto anche con il 
nome di ECL; in tale caso, il segnale deve essere catturato da una pellicola fotografica o 
da una lastra fotografica. Questo è il processo alla base della fase di Sviluppo. 
In camera oscura, la membrana viene bagnata con la soluzione SUPER SIGNAL, della 
Thermo Scientific©, diluita 1:2 in acqua distillata sterile. Una volta aggiunta tale 
soluzione, la membrana è riposta all’interno di una busta trasparente con sopra una 
lastra fotografica affinché venga impressionata dal segnale luminescente innescato dalla 
reazione tra la Perossidasi e il Luminolo. Per favorire questo processo, la membrana e la 
lastra sono riposte in una cassetta chiusa per 10 minuti, per mantenerle al buio. 

















CAPITOLO 3:  Risultati  
3.1 Espressione di PARP-1 in lievito Saccharomyces  cerevisiae 
Il primo scopo di questa tesi è valutare se l’espressione del gene umano PARP-1 induca 
particolari cambiamenti a livello fenotipico di alcuni ceppi di lievito, per poter studiarne 
poi le caratteristiche molecolari.  
Le cellule dei ceppi BY4743, RS112 e RSY12, di Saccharomyces cerevisiae, sono state 
trasformate con 750 ng del plasmide pYES2 vuoto e del pYES2-PARP-1.  
Poiché questi plasmidi contengono il gene URA3 come marcatore di selezione e tutti i 
ceppi utilizzati in questa tesi sono auxotrofi per l’uracile, le cellule trasformate sono 
state selezionate in piastra –ura con glucosio.  Dopo 5 giorni di incubazione a 30°C, le 









Una volta ottenuti i ceppi con il plasmide pYES2-PARP-1, abbiamo controllato se il 
lievito fosse capace di esprimere la proteina mediante analisi di Western blot.  Poiché il 
pool di ceppi di lievito che abbiamo usato per lo screening deriva dal ceppo BY4743, 
abbiamo determinato il livello di proteina PARP-1 in questo ceppo. Quindi, dopo una 
pre-crescita in 5ml di terreno –ura glucosio per 24 ore a 30°C in agitazione, i ceppi 
BY4743 pYES2-PARP-1 e BY4743 pYES2 vengono inoculati in 10ml di –ura 
galattosio per 2 ore e si procede all’estrazione delle proteine. Una volta quantificate, le 
proteine vengono separate per SDS-PAGE ed analizzate per Western blot con un 
anticorpo specifico anti-PARP-1 (Figura 11). Come controllo di caricamento abbiamo 
Figura 10: Trasformazione del ceppo BY4743 con il plasmide pYES2. Nella piastra di sinistra abbiamo il controllo 
negativo (ceppo non trasformato che è ovviamente incapace di crescere in terreno –uracile), mentre nella piastra di 
destra abbiamo le colonie che derivano da cellule trasformate con il plasmide pYES2 che quindi sono diventate 




determinato il livello della proteina Fosfo-glicerato-chinasi (PGK) mediante un 







Come possiamo vedere dalla lastra (Figura 11), è presente una banda da 116 kDa, che 
corrisponde alla proteina PARP-1. Cosa che non è presente invece nel pozzetto 3, nel 
quale era stato caricato l’estratto proteico del ceppo BY4743 trasformato con pYES2. 
Ciò dimostra che il lievito Saccharomyces cerevisiae è in grado di esprimere la proteina 
PARP-1. Vedremo di seguito quale è l’effetto fenotipico che comporta tale espressione 
nelle cellule di lievito. 
 
3.2 Effetto fenotipico dovuto all’espressione di PARP-1 nel lievito 
Saccharomyces cerevisiae 
Per determinare l’effetto dell’espressione di PARP-1 in lievito, abbiamo preparato un 
inoculo dei ceppi BY4743, RS112 e RSY12 in 5 ml di terreno –ura glucosio per 24 ore 
a 30°C in agitazione. Il giorno seguente ognuna delle colture viene risospesa in 10ml 
di –ura glucosio e 10ml di –ura galattosio e lasciata a incubare per 24 ore a 30°C. 
Terminato il tempo di incubazione, dopo gli opportuni lavaggi, si risospendono le 
cellule in H2O sterile e siccome vogliamo riuscire a piastrare 100 cellule, per ogni 
coltura, in un volume finale di 100µl dobbiamo diluire i nostri campioni 105 volte. 
Una volta effettuate le diluizioni, abbiamo fatto quattro prelievi di 200µl dai campioni 
ottenuti a seguito dalla crescita in –ura glu. Di questi quattro prelievi, due li abbiamo 
piastrati in terreno –ura contenente glucosio come fonte di carbonio, mentre gli altri due 
Figura 11: Analisi dell’espressione di PARP1 mediante Western blot. Corsia 1: estratto proteico da BY4743 trasformato 
con pYES2-PARP-1 cresciuto in galattosio, Corsia 2:  estratto da BY4743 trasformato con pYES2-PARP-1 cresciuto in 
glucosio. Corsia 3: estratto da BY4743 trasformato con pYES2 e cresciuto in galattosio.  
Figura 12: Controllo dei caricamento mediante analisi di Western blot della proteina PGK 






li abbiamo piastrati in terreno –ura contenente come fonte di carbonio il galattosio. 
Abbiamo ottenuto così un totale di 12 piastre che sono stato incubate a 30° C per 3-5 
giorni fino alla comparsa delle colonie.   



















Possiamo subito notare che l’espressione del gene umano PARP-1 in cellule di lievito 
Saccharomyces cerevisiae determina una diminuzione della crescita cellulare e quindi 
Figura 13:  Piastre ottenute dai ceppi BY4743, RS112 e RSY12 trasformati con pYES2 e pYES2-PARP-1 cresciuti 
per 24 ore in -ura glucosio. Come si può ben notare tutti i ceppi sotto studio, se trasformati con pYES2 crescono 
normalmente sia su terreno –ura glu che –ura gal. La stessa cosa non si può dire per quei ceppi trasformati con 
pYES2-PARP-1 e lasciati crescere in –ura gal. In questo caso le cellule risentono dell’espressione di PARP-1 che 




della formazione di colonie. Infatti, nelle piastre con galattosio le colonie sono meno 
numerose e molto più piccole rispetto al rispettivo controllo in glucosio e al controllo 
con il vettore vuoto (pYES2). 
Adesso vogliamo vedere se questo particolare fenotipo è reversibile. Per fare ciò 
partiamo dalle colture dei ceppi, trasformati con pYES2 e pYES2-PARP-1, che 
avevamo lasciato crescere per 24 ore in terreno –ura gal. Come per la fase precedente, 
diluiamo le colture e contiamo le cellule in modo tale da piastrare 200 cellule per piastra 
sia nelle piastre con glucosio che con galattosio. Le piastre vengono incubate come 

















Figura 14: Piastre ottenute dai ceppi BY4743, RS112 e RSY12 trasformati con pYES2 e pYES2-PARP-1 cresciuti 
per 24 ore in -ura galattosio. Come si può ben notare tutti i ceppi sotto studio, se trasformati con pYES2 crescono 
normalmente sia su terreno –ura glu che –ura gal. La stessa cosa non succede in quei ceppi trasformati con pYES2-




Come si può osservare dalla Figura 14, dopo una crescita per 24 ore in galattosio e 
piastramento in glucosio, le cellule che hanno espresso PARP-1 non riescono a formare 
il 100% di colonie rispetto a quelle contenenti il vettore vuoto. L’effetto letale di PARP-
1 è molto più marcato nei ceppi diploidi BY4743 e RS112 rispetto all’aploide RSY12. 
 
3.3 Effetto dell’inibizione di PARP-1 sulla crescita 
Un secondo esperimento fatto per dimostrare che il fenotipo appena osservato nel lievito 
sia dovuto all’attività polimerasica di PARP-1, è stato quello di trattare i ceppi BY4743 
pYES2 e pYES2-PARP-1, con un suo inibitore specifico, il 6(5-H)-Phenantridinone 
(PHE) e determinare se le cellule riescano a ripristinare la crescita anche se il livello 
proteico di PARP non è alterato. Ciò dimostrerebbe che la conseguente difficoltà da 
parte delle cellule di lievito a crescere è dovuta all’attività della Poli(ADP-
ribosil)polimerasi-1. 
Il PHE è stato preparato in Dimetilsulfossido o DMSO a una concentrazione pari a 
26mM corrispondente a 26000µM. 
Quindi, abbiamo preparato due inoculi dei ceppi BY4743 trasformati con pYES2 e 
pYES2-PARP-1, in 10 ml di –ura glu. Questi sono stati incubati per 24 ore. Dopo di che 
li abbiamo diluiti entrambi 1:50 in terreni –ura glu e –ura gal e ne abbiamo misurato la 
concentrazione cellulare come densità ottica (OD) a 600nm.  
Per ogni coltura, abbiamo allestito 5 colture da 5ml ciascuna in parallelo alle quali 
abbiamo aggiunto concentrazioni scalari di PHE.  Le cellule sono state incubate, anche 
in questo caso, per 24 ore a 30°C. Le concentrazioni  di PHE utilizzate sono le seguenti:  
• Controllo Negativo: 20µl di DMSO (*) 
• Concentrazione 0,5µM: 20µl di PHE diluito 1:100 
• Concentrazione 5µM: 20µl di PHE diluito 1:10 
• Concentrazione 25µM: 10µl di PHE 




Il giorno seguente abbiamo prelevato da ogni falcon 120µl di coltura e diluiti in 480µl 
di rispettivo terreno e abbiamo misurato l’OD 600 per determinare il numero di cellule  
delle  colture. 
I risultati ottenuti in questo esperimento sono riportati nella tabella sottostante (Tabella 
1). I valori sono riportati sia in OD600, ottenuti misurando la densità ottica a 600nm per 
ogni coltura alle diverse concentrazioni dette precedentemente, che in concentrazione 
cellulare (cell/ml). È riportato in letteratura che un valore di OD 600 pari a 0,100 
equivale a 1x106 cellule/ml (Gietz and Schiestl, 2007), per cui facendo le opportune 
proporzioni otteniamo il numero complessivo di cellule per ml di coltura. 
I risultati sono riportati in Tabella 1. 
Tabella 1: Risultati ottenuti nell'esperimento dove viene utilizzato il 6(5-H)Phenantridinone.  















OD 600 cell/ml (*) OD 600 cell/ml (*) 
OD 
600 cell/ml (*) 
OD 
600 cell/ml (*) 
Tempo 0 0,036 3,6x105 0,038 3,8x105 0,049 4,9x105 0,034 3,4x106 
DMSO 1,429 1,4x107 1,422 1,4x107 1,189 1,2x107 0,428 4,3x106 
PHE 
0,5 µM 1,467 1,4x10
7
 1,426 1,4x107 1,236 1,2x107 0,528 5,3x106 
PHE 
5 µM 1,488 1,4x10
7
 1,130 1,1x107 1,233 1,2x107 1,079 1,0x107 
PHE 
25 µM 1,566 1,5x10
7
 1,408 1,4x107 1,276 1,3x107 1,190 1,1x107 
PHE 
50 µM 1,495 1,5x10
7
 1,400 1,4x107 1,334 1,4x107 1,222 1,2x107 
 
 
Come possiamo notare dai dati ottenuti, all’inizio del nostro esperimento siamo partiti 
da valori di concentrazioni cellulari comprese tra 300-500x103 cellule per ml di coltura 
(“Tempo 0”, Tabella 1). 
Dopo 24 ore alle diverse concentrazioni di inibitore, si può subito vedere come i ceppi 
BY4743 pYES2 cresciuti sia in –ura glu che –ura gal (Colonna 1 e 2, Tabella 1) non 
Sono riportate le misurazioni in OD 600 delle colture e le rispettive concentrazioni cellulari (cell/ml). (*)Per 
calcolare la concentrazione cellulare partendo da valori di misurazione in nm, sappiamo che 0,100 nm 




mostrino differenze sostanziali. Infatti le concentrazioni cellulari ai diversi trattamenti, 
si aggirano attorno a 14-15x106 di cellule per ml di coltura. Lo stesso si può dire 
riguardo al ceppo BY4743 pYES2-PARP-1 cresciuto in –ura glu (Colonna 3, Tabella 1). 
Infatti, i valori delle concentrazioni cellulari vanno dai 12-14x106 di cellule per ml di 
coltura e aumentano gradualmente all’aumentare della concentrazione di PHE.  
I risultati riferiti al ceppo BY4743 pYES2-PARP-1 cresciuto in –ura gal (Colonna 4, 
Tabella 1), mostrano che dopo 24 ore di incubazione con la dose più bassa di PHE la  
quantità di cellule è più bassa di 3 o 4 volte rispetto ai valori di crescita ottenuti nelle 
altre tre colture nelle stesse condizioni di crescita (Tabella 1) (12-14x106 di cellule 
contro 4x106 di cellule per ml di coltura). Possiamo benissimo notare però come 
all’aumentare della concentrazione di PHE all’interno del medium di coltura, le cellule 
ripristinino un aumento della crescita (Colonna 4, Tabella 1). Infatti a concentrazioni di 
PHE pari a 50µM la concentrazione del ceppo è salita a 12x106 cellule per ml, 
raggiungendo un valore simile a quello ottenuto con il ceppo trasformato con pYES2-
PARP-1 e cresciuto in glucosio.  
Quindi possiamo benissimo concludere che l’espressione di PARP-1 induce  
un’inibizione della crescita dei ceppi presi in esame, ma se l’attività polimerasica della 
proteina così espressa viene inibita, grazie all’inibitore PHE, le cellule possono crescere 
normalmente. 
Abbiamo inoltre controllato che il livello di PARP-1 non venga influenzato 
dall’inibitore stesso, mediante analisi di Western blot.   
Dopo una pre-crescita in 20ml di terreno –ura glucosio per 24 ore a 30°C in agitazione, 
il ceppo BY4743 pYES2-PARP-1 viene inoculato in due falcon contenenti: 
• 20ml di –ura galattosio + 80µl di PHE (50µM)  
• 20ml di –ura galattosio + 8µl di DMSO 
Le colture vengono lasciate a incubare per 4 ore, dopo di che si procede all’estrazione 
delle proteine. Una volta quantificate, le proteine vengono separate per SDS-PAGE ed 
analizzate per Western blot con un anticorpo specifico anti-PARP-1 (Figura 15). Anche 




proteina Fosfo-glicerato-chinasi (PGK) mediante un anticorpo anti-PGK, come 






Il livello di proteina è comaprabile e non è influenzato dalla presenza di PHE. Quindi si 
può ragionevolmente concludere che PARP-1 venga espressa in lievito e che il PHE ne 
inibisca l’attività e favorendo la crescita delle cellule di lievito. 
 
3.4 Caratterizzazione dei cloni deleti “resistenti” all’effetto di       
PARP-1 
Una volta determinato l’effetto dell’espressione di PARP-1 dei ceppi di lievito, abbiamo 
sfruttato questo particolare fenotipo per identificare possibili interattori funzionali di 
PARP-1 utilizzando un sistema di screening genetico costituito da un “pool” di 4.741 
ceppi di lievito diploidi ognuno dei quali porta una specifica delezione di un gene non 
essenziale fiancheggiata da due sequenze specifiche di DNA (“barcode”) che ci 
consentiranno di identificare quale è il gene deleto in questione. Abbiamo quindi 
trasformato questo pool di cloni con il plasmide pYES2-PARP-1.  
Prima di trasformare questi ceppi di lievito è stato effettuato l’inoculo della libreria (1,5 
ml di campione) in 15 ml di terreno YPAD, con l’aggiunta di 60µl di G418, per 
effettuare la selezione dei cloni ricombinanti. L’inoculo è stato incubato sotto agitazione 
costante di 160 rpm a 30°C per 17-24 ore. In queste condizioni le cellule proliferano e 
raggiungono la fase stazionaria (1x108cell/ml). Il giorno seguente si effettua una 
diluizione dell’inoculo pari a 1:10, cioè aggiungo 100ml di YPAD + 400µl di G418, e si 
lascia crescere ancora per 3 ore. Grazie a questa diluizione si da modo alle cellule di 
riattivare la crescita così che il lievito possa tornare in fase esponenziale, per effettuare 
Figura 15 
Figura 16 
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Figura 15: Analisi dell’espressione di PARP1 mediante Western blot. Corsia 1: estratto proteico da BY4743 trasformato con 
pYES2-PARP-1 cresciuto in galattosio + DMSO, Corsia 2: estratto da BY4743 trasformato con pYES2 e cresciuto in 




al meglio la trasformazione. Sono stati effettuati due lavaggi in acqua bi-distillata sterile 
mediante centrifugazione a 4.000 rpm per 5-10 minuti, stando attenti a non rimuovere il 
pellet che si forma sul fondo che costituisce le nostre cellule di lievito. Si procede 
nuovamente con un ulteriore lavaggio, aggiungendo 15ml di acqua sterile 
centrifughiamo nuovamente. Questa volta il pellet verrà risospeso in 1ml di acqua 
sterile.  
Per trasformare tali cellule abbiamo utilizzato il protocollo standard di Robert Schiestl 
che utilizza Litio Acetato/PEG e single strand DNA come carrier che incrementa 
notevolmente l’efficienza di trasformazione (Gietz and Schiestl, 2007). Per poter 
trasformare un numero significativo di cellule, abbiamo utilizzato il protocollo di 
trasformazione aumentando i volumi di 5 volte, utilizzando quindi 5 volte più cellule e 
5µg di DNA plasmidico. 
Una volta trasformato il pool, risospendiamo il pellet ottenuto a seguito di una 
centrifugazione in acqua sterile bidistillata ed effettuiamo i seguenti piastramenti: 
• 10 µl di campione trasformato con il plasmide PYES-PARP in terreno 
sintetico –ura glucosio per determinare l’efficienza di trasformazione cioè 
quante cellule hanno internalizzato il DNA. 
• 300 µl di campione trasformato con il plasmide PYES-PARP in terreno 







Le piastre vengono incubate a 30°C fino alla comparsa delle colonie. I primi cloni  
“resistenti” a PARP-1, sono comparsi nelle piastre –ura galattosio, dopo 3 giorni dal 
piastramento. Alcuni cloni invece sono stati isolati anche dopo 7-10 giorni suggerendo 





che l’accumulo della proteina PARP-1 all’interno della cellula può essere determinante 
per la resistenza.  
Nel controllo positivo sono cresciute 1.416 colonie. Facendo gli opportuni calcoli e 
tenendo conto del fattore diluizione, possiamo dire che il numero totale di cellule che 
hanno internalizzato il plasmide risulta essere pari a 141.600. Dato che i cloni del pool 
sono 4.741 siamo così sicuri  che tutti questi abbiano assunto il plasmide. 
In totale, i cloni isolati sono 150 (Figura 17). Ognuno di essi è stato prelevato mediante 
un ansa sterile e ripiastrato in piastre –ura gal + G418. Il G418 consente, in questo caso, 
di selezionare positivamente i cloni appartenenti alla libreria. Infatti, come è stato 
accennato precedentemente (Paragrafo 1,5), queste cellule presentano, nel costrutto 
utilizzato per effettuare la delezione genica, il gene di resistenza KanMX4 Module che 
conferisce loro la capacità di crescere in presenza della Geneticina.  
Così facendo cresceranno solo i cloni della libreria, mentre i possibili contaminanti non 
saranno resistenti al G418. Le colonie che sono cresciute a seguito della trasformazione 
avranno una delezione di un gene che favorisce il ripristino della crescita. Questo 
significa che il gene in questione può essere coinvolto nella modulazione o regolazione 
dell’attività di PARP-1. Come detto precedentemente, i cloni cresciuti in galattosio sono 
in totale 150. Da ognuno di loro abbiamo estratto il DNA genomico sfruttando il kit 
MasterPure YeastTM DNA Purification Kit. Abbiamo poi amplificato tramite la PCR 
una regione di 600 coppie di basi contenente la sequenza “barcode”.  
Per effettuare la PCR possiamo usufruire di due coppie di primer. Nella Figura 18 è 
riportato in maniera schematica il costrutto che è andato ad interrompere l’ORF del 
lievito e che contiene alle due estremità della cassetta KanMX4 le due regioni “barcode” 
che devono essere amplificate. Per poterle amplificare possiamo utilizzare due coppie di 
primer diversi. La prima coppia è quella costituita da: 
• U1: 5’- GAT GTC CAC GAG GTC TCT - 3’    
• Kan B: 5’- CTG CAG CGA GGA GCC GTA AT - 3’ 
La seconda coppia di primer, che è stata quella utilizzata in questo studio, è costituita da: 
• D1: 5’- CGG TGT CGG TCT CGT AG - 3’    




Come detto precedentemente, questi due primer amplificano una regione di 600bp 












Il prodotto che otteniamo grazie a questi due primer conterrà la regione di “barcode” 
che è quella che ci consentirà di capire quale è il gene deleto in questione. 
I frammenti di PCR sono stati sequenziati mediante l’utilizzo di un primer specifico 
(evidenziato in verde, Figura 20) distante 550 basi dal barcode (evidenziato in giallo, 
Figura 20). Questo ha permesso di identificare praticamente 110 cloni deleti resistenti a 
PARP-1. 
 
901  CTCAGGCGCA ATCACGAATG AATAACGGTT TGGTTGATGC GAGTGATTTT 
 
 
951  GATGACGAGC GTAATGGCTG GCCTGTTGAA CAAGTCTGGA AAGAAATGCA 
 
 
1001  TAAGCTTTTG CCATTCTCAC CGGATTCAGT CGTCACTCAT GGTGATTTCT 
 
 
1051  CACTTGATAA CCTTATTTTT GACGAGGGGA AATTAATAGG TTGTATTGAT 
 
 
Figura 18: Rappresentazione schematica della regione da 600 bp che viene amplificata grazie all’utilizzo dei due 
primer KAN C e D1 a seguito della reazione  di PCR. 
Figura 19: Elettroforesi su gel d’agarosio di tre sequenze da 600bp amplificate per PCR. Le corsie 1-3 mostrano 
l’amplificazione della regione da 600bp utilizzando i primers KanC e D1 (come mostrato in Figura 18). La corsia 4 




1101  GTTGGACGAG TCGGAATCGC AGACCGATAC CAGGATCTTG CCATCCTATG 
 
 
1151  GAACTGCCTC GGTGAGTTTT CTCCTTCATT ACAGAAACGG CTTTTTCAAA 
 
 
1201  AATATGGTAT TGATAATCCT GATATGAATA AATTGCAGTT TCATTTGATG 
 
 
1251  CTCGATGAGT TTTTCTAATC AGTACTGACA ATAAAAAGAT TCTTGTTTTC 
 
 
1301  AAGAACTTGT CATTTGTATA GTTTTTTTAT ATTGTAGTTG TTCTATTTTA 
 
 
1351  ATCAAATGTT AGCGTGATTT ATATTTTTTT TCGCCTCGAC ATCATCTGCC 
 
 
1401  CAGATGCGAA GTTAAGTGCG CAGAAAGTAA TATCATGCGT CAATCGTATG 
 
 
1451  TGAATGCTGG TCGCTATACT GCTGTCGATT CGATACTAAC GCCGCCATCC 
 
 
1501  AGTGTCGAAA ACGAGCTCGA ATTCATCGAT GATATCAGAT CCACTAGTGG 
 
 
1551  CCTATGCGGC CGCGGATCTG CCGGTCTCCC TATAGTGAGT CGTATTAATT 
 
 




3.5 Identificazione dei geni deleti mediante sequenziamento del 
“barcode” 
Una volta ottenute le sequenze dei cloni, per riuscire ad identificare la regione “barcode” 
(evidenziata in giallo, Figura 20) e risalire così al gene deleto di ognuno di essi, abbiamo 
utilizzato uno specifico database fatto dalla “Texas Tech University Healt Science 
Centre™” (http://www.ttuhsc.edu/som/cbb/FASTAbarcodes/default.aspx). Lo scopo di 
questa applicazione è quello di utilizzare l'algoritmo FASTA per trovare la migliore 
corrispondenza tra una sequenza di interrogazione, ad esempio una delle nostre 
sequenze, e la libreria di delezione lievito. Questo database FASTAbarcodes risulta 
Figura 20: Ecco riportato un esempio di una sequenza che abbiamo ottenuto. La sequenza evidenziata in GIALLO 





essere quindi uno strumento utile per individuare quale gene è stato eliminato nel ceppo 
con cui si sta lavorando.  
Sono stati trovati circa 110 sequenze che potrebbero essere considerate “interattori 
funzionali” di PARP-1 che includono istoni, fattori di trascrizione, proteine coinvolte 
nella struttura della cromatina ed enzimi. 
I geni identificati sono i seguenti:  
• 42 geni la cui funzione molecolare è ignota (Tabella 2). 
• 16 geni la cui funzione molecolare riguarda il legame con: DNA, RNA, Istoni, 
Proteine e Lipidi (Tabella 3). 
• 10 geni codificanti per proteine transmembrana (Tabella 4). 
• 5 geni codificanti per proteine strutturali (Tabella 5). 
• 1 gene codificante per un corepressore, il CRF1 (Tabella 6). 
• 30 geni codificanti per enzimi, le cui funzioni sono: Transferasi, GTPasi, 
Proteasi, Esochinasi, Deidrogenasi, Sintasi, Ligasi, Fosfatasi, Nucleasi, Chinasi 
e NADH chinasi (Tabella 7). 
Per molti dei geni identificati con questo studio esiste l’omologo nell’uomo. È stato 
possibile identificarli grazie al database BLAST® (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
Partendo dal cDNA di ogni gene è stato così possibile risalire agli omologhi nell’uomo.  
Ecco riportare le tabelle con i geni ritrovati e i corrispettivi geni umani. 






Function Human Homologue 
ZRG8 25 84,6 unknown No significant similarity found 
YOR214C 4,40E-05 100 unknown SEC14 domain and spectrin repeat-containing protein 1 
TVP18 2,40E-04 100 unknown 
CG6151-P, proteins that are conserved from fungi to 
humans 
YGR053C 2,10E-05 100 unknown Serine/Threonine-protein kinase MAK isoform 3 
SNU66 9.2E-005 100 unknown U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 1 
AIM43 4.9e-005 100 unknown transmembrane channel-like protein 1 
OPI7 4.6e-005 100 unknown coiled-coil domain-containing protein 39 




YOR186W 0.0018 90 unknown mitogen-activated protein kinase 1 isoform 1 
NOP16 0.0009 100 unknown ***** 
SOK1 0.00047 100 unknown T-complex protein 11-like protein 2 
SWP82 0.12 100 unknown protein ELYS 
THP3 5.7e-005 100 unknown Leukocyte receptor cluster member 8 
YJR037W 0.00011 100 unknown 
Short-chain Dehydrogenase/Reductase Family42E Member 
1 
YKR033C 1.1 82,4 unknown transcription factor GATA-6 
YDL157C 6,00E-05 100 unknown calcium uptake protein 1, mitochondrial isoform 2 
JIP1 4.9e-005 100 unknown homeobox protein prophet of Pit-1 
OCA2 0.00011 100 unknown Centrosomal protein of 290 kDa 
SEF1 4,00E-05 100 unknown coiled-coil domain-containing protein 92 
YGR045C 5.6e-005 100 unknown dynein heavy chain 5, axonemal 
RRT2 2.7e-005 100 unknown WD repeat-containing protein 85 
YDL180W 1.6e-005 100 unknown cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 isoform 1 
YFR024C 0.0001 100 unknown SH3 domain-containing YSC84-like protein 1 isoform 2 
PEX31 3.6e-005 100 unknown Myoferlin Isoform a 
NUR1 1.8e-005 100 unknown Zinc Finger Protein 624 
YPR114W 0.016 94,1 unknown transmembrane protein 56 
YMR158C-
A 
5.1e-005 100 unknown E3 ubiquitin-protein ligase TRIM22 isoform 2 
YBR027C 0.0001 100 unknown 
acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b isoform 1 
precursor 
YOR379C 6.2e-005 100 unknown Short transient receptor potential channel 3 isoform b 
YNR040W 0.0004 95 unknown rho guanine nucleotide exchange factor 10 
RRT16 6.4e-005 100 unknown protein S100-P 
LYS80 6.8e-005 100 unknown ******** 
PHM2 6.6e-005 100 unknown xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 isoform 1 
YLR446W 3.6e-005 100 unknown putative hexokinase HKDC1 
DOS2 0.82 78,9 unknown BSD domain-containing protein 1 isoform a 
SNT1 4.4e-005 100 unknown nuclear receptor corepressor 1 isoform 2 
VAM10 4.6e-005 100 unknown protein CASC4 isoform b 
YNL144C 7.6e-005 100 unknown Spectrin beta chain, erythrocytic isoform a 
REC8 0.00014 100 unknown Meiotic recombination protein REC8 homolog 
SPO71 7.6e-005 100 unknown 





YNR061C 5.7e-005 100 unknown nuclear pore complex protein Nup155 isoform 1 
VID27 9.7e-005 100 unknown katanin p80 WD40-containing subunit B1 
DER1 3.2e-005 100 unknown derlin-3 isoform 1 
Sono riportati anche gli omologhi umani sfruttando il database BLAST®. (*) Il valore di aspettativa o Expect value 
(“e-value”) rappresenta il numero di diversi allineamenti con punteggio equivalente o migliore dello score di 
allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
Tabella 3: Classificazione dei 16 geni la cui funzione molecolare riguarda il legame con: DNA, RNA, Istoni, Proteine 
e Lipidi nel lievito. 
Top Hit E-Value 
Identity 
(%) 
Molecular Function Human Homologue 
YLR117C 17 80 
Chromatin binding, DNA 
origin replication binding 
Crooked Neck-Like Protein 1 
UGA3/YDL170W 5.3e-005 100 
Sequence-specific DNA 
binding transcription factor 
recruiting transcription factor 
activity 
Ankyrin repeat domain-
containing protein 30A 
HOT13/YKL084W 5,00E-05 100 Zinc ion binding 
RING finger and CHY zinc 
finger domain-containing 
protein 1 
CTH1 0.051 84,2 mRNA binding 
zinc finger protein 36, C3H1 
type-like 1 isoform 1 
VPS72 1.5e-005 100 Histone binding 
Vacuolar protein sorting-
associated protein 72 homolog 
isoform 1-2 
GLP1 , HOR5 1.3e-005 100 Lipid binding Heat shock protein 9/12 
CUS2 0.00053 95 RNA binding HIV Tat-specific factor 1 
BYE1 8.2e-005 100 
Methylated histone residue 
binding 
transcription elongation factor 
A protein 1 isoform 2 
AIR2  1.8e-005 100 
contributes to polynucleotide 
adenylyltransferase activity; 
RNA binding 
Cellular nucleic acid-binding 
protein isoform 1 
GIP3 3.4e-005 100 
Protein phosphatase 1 
binding; Protein phosphatase 
type 1 regulator activity 
******* 




Protein binding; RNA binding 
Zinc Finger CCHC domain-
containing protein 7 
RRN3 0.55 87,5 
Core RNA polymerase I 
binding transcription factor 
activity 
RNA polymerase I 
transcription factor binding 
transcription factor activity 
RNA polymerase I-specific 
transcription initiation factor 
RRN3 




CMR3 6,00E-05 100 
DNA binding and Sequence-
specific DNA binding 
transcription factor activity 
zinc finger protein 42 homolog 
GAL3 2.7e-005 100 Protein binding 
N-acetylgalactosamine kinase 
isoform 2 
BBC1 5.8e-005 100 Myosin I binding intersectin-1 isoform ITSN-l 
GAL3 2.2e-005 100 Protein binding 
N-acetylgalactosamine kinase 
isoform 2 
Sono riportati anche gli omologhi umani sfruttando il database BLAST®.(*) Il valore di aspettativa o Expect value 
(“e-value”) rappresenta il numero di diversi allineamenti con punteggio equivalente o migliore dello score di 
allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
Tabella 4: Classificazione dei 10 geni codificanti per proteine transmembrana nel lievito. 
Top Hit E-Value 
Identity 
(%) 
Molecular Function Human Homologue 




B(0,+)-type amino acid 
transporter 1 




Zinc transporter family 




transporting ATPase activity 
ATP-binding cassette sub-family G 
member 2 isoform 2 
RGT2 3.4e-005 100 
Glucose binding; Glucose 
transmembrane transporter 
activity; Receptor activity 
Solute carrier family 2, facilitated 
glucose transporter member 4 
ACR3 4.6e-005 100 
Arsenite transmembrane 
transporter activity 
Ubiquitin-protein ligase E3C 
YCT1 7.6e-005 100 
Cysteine transmembrane 




MCH4 2.3e-005 100 
Monocarboxylic acid 
transmembrane transporter 
activity; Transporter activity 
monocarboxylate transporter 4 




choline transporter-like protein 5 
isoform A 






HXT3 0.028 88,9 
Fructose transmembrane 
transporter activity; Glucose 
transmembrane transporter 
activity 
solute carrier family 2, facilitated 
glucose transporter member 2 
Sono riportati anche gli omologhi umani sfruttando il database BLAST®.(*) Il valore di aspettativa o Expect value 




allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
Tabella 5: Classificazione dei 5 geni codificanti per proteine strutturali nel lievito. 
Top Hit E-Value 
Identity 
(%) 




100 structural molecule activity 
ankyrin repeat domain-containing 
protein 11 
CKB1 0.0002 95 
Protein kinase regulator activity 
(IMP, IPI); protein 
serine/threonine kinase inhibitor 
activity 
Casein Kinase II Subunit Beta 
RPL41A 1.9 100 
Structural constituent of 
ribosome 
***** 
POM152 0.28 80 
structural constituent of nuclear 
pore 
vacuolar protein sorting-associated 
protein 41 homolog isoform 2 
PAN2 0.00036 95 
Contributes to poly(A)-specific 
ribonuclease activity 
PAB-dependent poly(A)-specific 
ribonuclease subunit 2 isoform 3 
Sono riportati anche gli omologhi umani sfruttando il database BLAST®. (*) Il valore di aspettativa o Expect value 
(”e-value”) rappresenta il numero di diversi allineamenti con punteggio equivalente o migliore dello score di 
allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
Tabella 6: Classificazione del gene codificante per un co-repressore nel lievito. 
Top Hit E-Value 
Identity 
(%) 
Molecular Function Human Homologue 




domain-associated protein isoform 
1 
È riportato anche l’omologo umano sfruttando il database BLAST®. (*) Il valore di aspettativa o Expect value (“e-
value”) rappresenta il numero di diversi allineamenti con punteggio equivalente o migliore dello score di 
allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
Tabella 7: Classificazione dei 30 geni codificanti per enzimi, le cui funzioni nel lievito sono: Transferasi, GTPasi, 
Proteasi, Esochinasi, Deidrogenasi, Sintasi, Ligasi, Fosfatasi, Nucleasi, Chinasi e NADH chinasi. 
Top Hit E-Value 
Identity 
(%) 
Molecular Function Human Homologue 
YEF1 1,30E-04 100 NAD+ and NADH kinase activity NAD kinase isoform 1 
BAG7 
/YOR134W 
8.3e-005 100 Rho GTPase activator activity 
Rho GTPase-activating 
protein 
YPS5 1.7e-005 100 
Aspartic-type endopeptidase 
activity 





DOT5/YIL010W 0.00019 100 thioredoxin peroxidase activity Peroxiredoxin-1 




neurexin-1-beta isoform beta 
precursor 
REX3 6.1e-005 100 
3'-5' exonuclease activity; 3'-5'-
exoribonuclease activity 
exonuclease GOR 





aminotransferase isoform 2 
YKL069W 3.6e-005 100 
methionine-R-sulfoxide 
reductase activity 
dual 3',5'-cyclic-AMP and -
GMP phosphodiesterase 11A 
isoform 4 





aminotransferase isoform 1 







YDR018C 3,00E-05 100 
Transferase activity, 











FAB1 0.26 93,3 
1-phosphatidylinositol-3-




phosphate 5-kinase isoform 2 
RSR1 0.066 84,2 
GTPase activity; Signal 
transducer activity 
ras-related protein Rap-1b 
isoform 1 precursor 
CKA2 0.6 85 
Protein serine/threonine 
kinase activity 
casein kinase II subunit alpha 
isoform a 
CPS15 0.0012 100 




dehydrogenase isoform 1 





mitochondrial isoform 2 
HEX1 , HKB , 
SCI2 
5.7e-005 100 Hexokinase activity Putative Hexokinase HKDC1 
HUL4 1.1 78,9 Ubiquitin-protein ligase activity 
probable E3 ubiquitin-protein 
ligase HECTD2 isoform a 





methyltransferase 5 isoform 
b 






HUL4 1.8 78,9 Ubiquitin-protein ligase activity 
Probable E3 ubiquitin-protein 
ligase HECTD2 isoform a 
ARI1 9.4e-005 100 









ALG6 0.00012 100 
Transferase activity, 










SEC3 0.72 82,4 
Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate binding; Rho 
GTPase binding 
FSD1-like protein isoform 2 




mitochondrial isoform 1-2 
YUR1 0.5 78,9 Mannosyltransferase activity 
Chromosome transmission 
fidelity protein 18 homolog 
GNT1 7.1e-005 100 
acetylglucosaminyltransferase 
activity  
glycogenin-2 isoform d 




glucosidase isoform 1 
GYP6 8.6e-005 100 GTPase activator activity 
TBC1 domain family member 
5 isoform b 





OTU1 4.8e-005 100 
Ubiquitin-specific protease 
activity 
ubiquitin thioesterase OTU1 
Sono riportati anche gli omologhi umani sfruttando il database BLAST®. (*) Il valore di aspettativa o Expect value 
(“e-value”) rappresenta il numero di diversi allineamenti con punteggio equivalente o migliore dello score di 
allineamento che dovrebbe avvenire in una ricerca nel database per caso. Più basso è l’e-value,  più significativo sarà 
il punteggio dell'allineamento. 
 
CAPITOLO 4: Discussione 
Scopo di questa tesi è stato quello di identificare interattori funzionali di PARP-1 
utilizzando un sistema di screening genetico in Saccharomyces cerevisiae. Per prima 
cosa, abbiamo determinato gli effetti dell’espressione di PARP-1 in ceppi di lievito sia 
aploidi che diploidi: RSY12; RS112; BY4743. Abbiamo difatti confermato che 
l’espressione di questo gene induce un’inibizione della crescita dei ceppi presi in esame. 
Per provare quindi che questo fenotipo sia dovuto all’attività polimerasica della proteina 
PARP-1, abbiamo trattato le cellule esprimenti PARP-1 con un inibitore specifico della 
sua attività enzimatica, il 6(5-H)-Phenantridinone (PHE).  
Abbiamo sfruttato questo particolare fenotipo per identificare possibili interattori 
funzionali di PARP-1utilizzando un sistema di screening genetico costituito da un “pool” 
di 4.741 ceppi di lievito diploidi ognuno dei quali porta una specifica delezione di un 




ci consentiranno di identificare quale è il gene deleto in questione. Abbiamo quindi 
trasformato questo pool di cloni con il plasmide pYES2-PARP-1 e abbiamo isolato in 
totale 110 cloni resistenti all’espressione di PARP-1. Da ognuno di loro abbiamo 
estratto il DNA genomico e amplificato per PCR una regione di 600 coppie di basi 
contenente il “barcode”. L’analisi delle sequenze ha permesso di identificare 110 geni 
che potrebbero rappresentare dei possibili interattori funzionali di PARP-1. I geni di 
lievito identificati come soppressori del fenotipo indotto da PARP-1 e che, se deleti, 
conferiscono resistenza all’espressione di PARP-1 in lievito possono avere un ruolo sia 
nella regolazione e modulazione dell’attività, sia essere direttamente dei substrati di 
questa proteina. Con il termine interattori funzionali possiamo intendere questo tipo di 
relazione fra prodotti genici. Quindi, l’omologo umano di questi geni di lievito, 
potrebbe essere un fattore importante nella chemio-resistenza agli inibitori di PARP. 
Tra i geni identificati tramite il sequenziamento del Barcode e la successiva analisi “in 
silico” ci siamo soffermati su alcuni più interessanti.  
Tre geni, sono implicati nel processamento e nella biogenesi dei Ribosomi: NOP16 
(Tabella 2), RPL41A (Tabella 5) e GIP3 (Tabella 3). Studi recenti basati su Screening 
proteomici di lievito Saccharomyces cerevisiae (Tao et al., 2009) hanno identificato 33 
putativi substrati di PARP-1, sei dei quali sono noti per la loro funzione nella biogenesi 
dei ribosomi. La Poli(ADP-ribosil)azione di tre di queste proteine è stata confermata da 
uno studio in vitro. Quindi alla luce dei fatti è possibile che PARP-1, nelle cellule di 
mammifero, a seguito del danno al DNA, cerchi di fermare subito  la replicazione 
cellulare, per favorire la riparazione del danno. Per riuscire in ciò può interferire con la 
biogenesi dei ribosomi per rallentare il metabolismo cellulare. Così facendo se il danno 
fosse ingente, l’iper-attivazione di PARP-1 non porterebbe al consumo di tutta la riserva 
cellulare di NAD+ ma interferirebbe con la sintesi delle proteine, diminuendo il 
metabolismo cellulare e accelerando il processo di necrosi cellulare.  
Un altro gene che ha suscitato un interesse durante questo studio è l’SWP82 (Tabella 2), 
che codifica per un membro del complesso SWI/SNF implicato nel rimodellamento 
della cromatina. La proteina espressa da SWP82 svolge un ruolo non ancora del tutto 
noto nel complesso, ha omologhi identificabili in specie di lievito strettamente connessi. 
Il complesso SWI/SNF come già accennato è implicato nel rimodellamento della 




nella trascrizione. È in grado di legare il DNA alterando la struttura dei nucleosomi per 
facilitare legame di fattori di trascrizione. Studi recenti dimostrano che un membro della 
famiglia SNF, tale ALC1, è attivato a seguito della Poli(ADP-ribosil)azione da parte di 
PARP-1 (Deng, 2009). È un gene che è stato trovato overespresso nei tumori. A cose 
normali ALC1 è implicato nel rilassamento della cromatina per favorire l’eventuale 
riparazione dei danni al DNA. Nelle cellule tumorali, tuttavia, può portare ad un 
eccessivo rilassamento della cromatina, rendendo così il DNA vulnerabile a possibili 
danni e incrementando sempre più il rischio di cancro. In ogni caso, studi recenti 
dimostrano, che gli inibitori di PARP-1 possono bloccare l’attività di ALC1 (Deng, 
2009). 
Il gene YEF1 (Tabella 7), codifica per una ATP-NADH chinasi che fosforila sia il NAD 
che il NADH. È noto dalla letteratura che il NAD+, gioca un ruolo chiave nella funzione 
e nella attività di PARP-1. Infatti, questo utilizza il NAD+ come substrato per generare i 
polimeri di ADP-ribosio con i quali svolge tutte le sue funzioni all’interno della cellula 
(Mathews and Berk, 2008). Nelle cellule di mammifero, a differenza del lievito, il 
NAD+ è sintetizzato a partire o dal Triptofano oppure dalla Nicotinammide e catalizzato 
dagli enzimi Nicotinammide Fosforibosiltransferasi (NAMPT) e Nicotinammide 
mononucleotide Adenililtransferasi (NMNAT) (Berger et al., 2004). La deplezione di 
NAD+ da parte di PARP-1 causa la morte cellulare per mancanza di energia, “energy 
failure”, (Berger et al., 2004). Questa mancanza può essere dovuta o all’ingente 
consumo di ATP per risintetizzare il NAD+ perduto, o all’indebolimento degli step della 
glicolisi dipendenti dal NAD+ stesso.  Nel nostro caso, questo clone del pool di lievito è 
stato in grado di crescere e revertare il fenotipo letale dovuto all’espressione del gene 
PARP-1, proprio perché essendo carente la YEF1, è stato in grado di avere a 
disposizione una grande quantità di NAD+. Così facendo è probabile che anche se 
PARP-1 era espresso, la sua attività non ha contribuito a eliminare tutto il pool cellulare 
di NAD, consentendo così alla cellula di crescere normalmente. Per questo motivo è 
possibile che questo gene possa essere un buon candidato sul quale fare ulteriori studi 
per poterlo considerare un nuovo target terapeutico nella terapia antitumorale. 
Un altro gene che ha  suscitato un interesse durante questo studio è HHO1 (Tabella 3), 
che codifica per l’istone H1. Questo svolge una serie di funzioni fondamentali 




compattazione della cromatina; sopprime la riparazione del DNA coinvolgendo 
ricombinazione omologa. Studi recenti dimostrano che PARP-1 interagisce con questo 
istone modificandolo con il polimero di poli(ADP-ribosio) e contribuendo così a 
rilassare la cromatina in modo tale da favorire la trascrizione genica (Krishnakumar and 
Kraus, 2010). Nel lievito la carenza di questo gene non è letale come nell’uomo, poiché 
la struttura della cromatina di questi due soggetti è diversa. Infatti la cromatina del 
microrganismo, risulta essere più rilassata, senza la necessità di essere compattata 
durante la fase S del ciclo cellulare.  
Un altro gene da tenere sotto considerazione è HUL4 (Tabella 7) che codifica per una 
proteina con similarità al complesso E3 dell’ubiquitin-proteina chinasi che costituisce il 
complesso SUMO. L’omologo umano di questo gene codifica per la stessa proteina 
implicata nel complesso E3. È noto dalla letteratura che la proteina PARP-1, per 
svolgere la sua attività di regolatore e modulatore della struttura della cromatina e della 
trascrizione, necessita della ubiquitinizzazione da parte del complesso SUMO 
(Krishnakumar and Kraus, 2010). La SUMOilazione di PARP-1 nelle cellule di 
mammifero è necessaria per far si che la proteina in questione attivi la trascrizione di 
alcuni geni legandosi ai corrispettivi promotori. Quindi alla luce dei fatti è possibile che 
PARP-1, nelle cellule di mammifero, in assenza di questo fattore possa non essere 
attivato correttamente e non svolgere le sue funzioni di attivatore e modulatore della 
trascrizione. 
Il gene GLP1 chiamato anche HOR5 (Tabella 3) codifica per una proteina della 
membrana plasmatica coinvolta nel mantenimento della struttura della membrana stessa 
durante le condizioni di stress indotte: dallo shock termico o “heat shock”; dallo stress 
ossidativo; dalla fase stazionaria di crescita; dalla mancanza di glucosio. L’omologo 
umano di questo gene codifica per una Heat shock protein 9/12. Studi recenti 
(Krishnakumar and Kraus, 2010) dimostrano che una volta che PARP-1 è stata attivata, 
a seguito della SUMOilazione e ubiquitinizzazione, attiva la proteina Hsp70 in caso di 
“heat schock”. Ciò ci fa pensare che GLP1 possa essere un putativo substrato 
dell’attività di PARP-1. 
Il gene DOT5 (Tabella 7) codifica per una Perossidasi nucleare del tiolo. Lo stesso gene 




identificare i substrati di PARP-1 mediante un Microarray basato sul proteoma del 
lievito Saccharomyces cerevisiae (Tao et al., 2009). 
In generale,  tutti i geni identificati in questo studio potrebbero, in teoria avere un ruolo 
nella inibizione della attività di PARP1 e quindi potrebbero essere nuovi “target 
terapeutici “ per una terapia personalizzata. Il nostro studio è solo l’inizio di un progetto 
molto più ampio che prevede di analizzare la localizzazione e l’espressione di PARP nei 
casi di tumori al seno resistenti a inibitori di PARP. 
 
CAPITOLO 5: Conclusioni e Prospettive 
Questo studio ha confermato che il lievito Saccharomyces cerevisiae è un ottimo 
strumento genetico per identificare geni umani che hanno un ruolo nelle malattie e nella 
terapia conseguente. Poiché, recentemente PARP-1 è stato trovato mutato in diverse 
forme di tumore, sarebbe interessante vedere se queste mutazioni influenzano il fenotipo 
in lievito (Ye et al., 2012; Zhang et al., 2011). Comunque, il nostro lavoro non è ancora 
concluso, in quanto dobbiamo ancora analizzare l’influenza dei geni identificati sulla 
localizzazione intracellulare di PARP-1 e sull’attività polimerasica stessa. Questo ci 
permetterà di capire se la localizzazione intracellulare di PARP-1 può essere importante 
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